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Michel Volkonsky, qui vient de disparaitre prématurément, était 
né a Billgorod (Russie) le 10 avril 1907. Il appartenait a une trés 
ancienne famille russe qui se fixa en France aprés la révolution 
de 1917. 

Apres des études a la Sorbonne, il fut ’éleve de Maurice Parat 
et devint rapidement l’un des plus brillants représentants de l’école 
de Cytophysiologie du Jaboratoire d’Anatomie comparée. Félix 
Mesnil, frappé par la valeur de ses travaux, le fil entrer en 1930 
dans le service de Prolistologie de |’ Institut Pasteur. 

L’un des premiers mémoires de M. Volkonsky porte sur les 
Eponges calcaires ; il découvre le corps parabasal — premier 
exemple de parabasal chez un Métazoaire — montre qu’i] est indé- 
pendant de la zone de Golgi, établit existence de connexions avec 
le cinétosome et suit son évolution : division longitudinale, dégé- 
nérescence et néoformation aux dépens du cinétosome. 

Des son entrée a l'Institut Pasteur, Volkonsky aborde |’étude 
cylologique des Polytoma qui deviennent, au point de vue cyto- 
logique, les mieux connus, et on peut dire les seuls représentants 
bien connus des Phytomonadines. Volkonsky découvre le leuco- 
plaste réticulé. Il met; en évidence son role dans la synthése de 
l'amidon et des « graisses de sénescence », il étudie ses variations 
suivant la nature de l’aliment azoté : sels d’ammonium, acides 
aminés, peptone, et montre que les acides aminés se localisent 
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sur le plaste qui joue un role de condensateur transitoire. I étudie 
ainsi les réserves figurées dont la quantité dépend aussi bien de 
Ja nature de l’aliment ternaire que de celle de |’aliment quater- 
naire, mais surtout, en tant que ces facteurs influencent la rapi- 
dilé du développement. Enfin Volkonsky découvre chez Polytoma 
un corps parabasal, premier exemple de parabasal chez une Phy- 
tomonadine ; il fait défaut dans les formes jeunes, se forme au 
contact des mastigosomes et subit dans Ja forme adulte des divi- 
sions multiples, puis dégénére. 

Poursuivant ses recherches sur Jes Protistes, Volkonsky entre- 
prend étude d’Acanthameba castellanit. [| suit la mitose dans 
lous ses détails, éludie les constituants du cytoplasme et la struc- 
ture de la membrane kystique et est amené a refondre la systé- 
malique de ces Amibes et a créer la sous-famille nouvelle des 
Hartmanellinae avec deux genres nouveaux : Acanthameeba et 
Glaeseria. 

Mais les lwavaux cylologiques de Volkonsky ont surtout porté 
sur les aspecls cytophysiologiques de Ja digestion intracellulaire. 
Le principal objet de son étude, les leucocytes des Sipunculidés, 
donne & Volkonsky Voccasion d’établir les relations et la filation 
des différents éléments sanguins des Phascolosomes et des Sipon- 
cles. L’ensemble de ces recherches est exposé dans sa these de 
doctoral és Sciences. Ce mémoire, illustré de planches magnifi- 
ques, apporle des données nouvelles importantes sur la cylologie 
des leucocytes et en particulier sur le chondriome et le vacuome ; 
il comprend aussi une analyse du méeanisme de Ja formation ct 
du maintien de leurs lames hyaloplasmiques. L’étude trés_ preé- 
cise de Ja valeur des divers constituants cyloplasmiques améne 
Volkonsky a distinguer du vacuome les formations de nature pha- 
gocylaire exogéne ou d'origine mixte. I] erée pour celles-ci deux 
lermes nouveaux : progasiriole et gastriole. Les éléments du 
vacuome, colorables in vivo par le rouge neulre et imprégnables 
par Pargent et osmium, se déversent dans la progastriole qui 
devient ainsi une gastriole. La digestion intracellalaire est hée a 
ce processus. Le chondriome n’intervient pas directement dans Je 
phénoméne mais semble jouer un rdle dans les processus d’assi- 
milation. Les deux phases de la digestion intracellulaire sont 
homologuées aux deux élapes sueccessives de la digestion dans le 
lube digestif des Métazoaires : sécréiion des glandes digestives 
élaborées dans le vacuome et réaction chondriosomique au moment 
de la résorption des produits de digestion. 

Volkonsky apporte aussi des données originales sur la chromo- 
pexie : celle-ci est distincte de Ja temture d’organites préexistants. 
Elle nécessite la vitalité parfaite des cellules et est sensible A la 
température, au pH et & la composition du milieu. Elle n’est pas 
foreément lige & la présence de colloides dans le milieu et les 
vacuoles chromopexiques semblent avoir pour Jes gastrioles une 
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affinilé égale a celle des 


éléments du vacuome. La pénétration 
des colorants acides 


se rallache a la phagocytose, étant donné que 
cette pénétration implique une déformation du protoplasme super- 
ficiel. Nous ne pouvons entrer ici dans examen de toutes les 
questions soulevées par ce travail dont la parhe théorique, riche 
de rapprochements et de suggestions, est en tous points digne de 
la partie expérimentale. - 

Volkonsky a consacré sa deuxiéme thése de doctorat os Sciences 
a létude de la nutrition des Saprolégniacées. I] isole plusicurs 
formes en culture pure (Saprolegnia, Achlya, Dichtyuchus, Apha- 
nomyces) et montre qu’elles peuvent se développer dans un milieu 
simple 4 condition toutefois qu’elles trouvent une source exogene 
de soufre réduit : eystéine, acide thioacétique, acide sulfhydrique, 
ete... Fait important : les sulfates ne peuvent pas servir d’aliment 
sulfuré aux Saprolégniacées, alors qu’ils peuvent remplir ce role 
vis-a-vis de és nombreux organismes. Ceux-ci, les euthiotrophes, 
sont capables de réduire les sulfates alors que les Saprolégnia- 
cées, parathiotropes, en sont incapables. Les Saprolégniacées ont 
perdu le pouvoir de réduire les sulfates et Volkonsky envisage le 
probleme de l’évolution et de la dégradation physiologiques des 
Champignons, éludie Ja nutrition azotée et carbonée de quelques 
espéces et enrichit la question de données nouvelles. 

En 1933, en plein travail, Volkonsky est frappé par la maladie 
qui devait l’emporter. Aprés quelques mois de repos, il cherche 
sous un climat favorable un laboratoire ott continuer ses recher- 
ches. L’Institut Pasteur d’Alger Vaccueille dans son annexe de 
Kouba ot il va pouvoir, grace aux moyens mis 4 sa disposition 
par le D™ Edmond Sergent, se consacrer a |’étude de Ja biologie 
des Acridiens. I] démontre que les extraits du Melia azedarach 
posséedent une action acridifuge trés marquée. Les principaux 
caracleres de solubilité de la substance active sont établis. 

L’étude morphologique des larves de criquets conduit a la 
conclusion qu’il existe une corrélation entre le nombre des stries 
oculaires et les ages larvaires et permet d’établir par le seul 
examen de l’cei] le nombre des stades traversés par les individus 
<’étant développés dans des conditions naturelles. Volkonsky a 
effectué de nombreuses missions dans le Sud algérien dont les 
résultats généraux seuls ont été jusqu’ici pubhiés. ; ; 

L’ceuvre cytologique, protistologique et physiologique de Vol- 
konsky a été accomplice entre 1927 et 1933 ; elle est déja ae 
On ne peut faire plus be] éloge de ses qualités de chereheur. Son 
caractére lui avait acquis trés vite Peshme et Pamitié de ses 
collegues. L’ Institut Pasteur adresse A sa famille Je témoignage 


de ses regrets et de sa sympathie. 
André Lworr. 
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Lisle des Publications Scientifiques de M. Volkonsky. 


Sur une nouvelle modification de la technique d’Allmann. Bull. Histol. 
appl., 1928, 5, 220. 
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thrina coriaceae Mont. Bull. Soc. Zool. France, 1929, 54, 380. 

Les granulations pigmentaires de Sertularella (Hydraire) et de Cla- 
thrina (Eponge). Etude comparée. Bull. Soc. Zool. France, 1929, 
54, 599. (Avec G. Teissier.) 

Les phénoménes cytologiques au cours de la digestion intracellulaire 
de quelques Ciliés. C. R. Soc. Biol., 1929, 104, 133. 
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cellulaire nouveau. Jd., 1929, 102, 664. Résultats de quelques 
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métalliques. Id., 1929, 102, 759. Les phénoménes cytologiques 
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Biol., 1930, 105, 547. 

Eponges calcaires. La cinélide des cellules de Clathrina coriaceae 
Mont. Bull. Soc. Zool. France, 1930, 55, 183. 

Les constituants cytoplasmiques de Polytoma uvella Ehr. Existence 
d’un leucoplaste. C. R. Soc. Biol., 1930, 105, 619, 624 ct 680. 

Hartmanella castellanii Douglas et classification des Hartmanelles. 
Arch. Zool. exp. gén., 1931, 72, 317. 

Sur l’assimilation des sulfates par les Champignons : euthiotrophie et 
parathiotrophie. C. R. Soc. Biol., 1932, 109, 528 et 624, et ces 
Annales, 1933, 50, 703. 

Cullure de Saprolegnia sp. en milieu synthétique. Son alimentation 
sulfurée. C. R. Soc. Biol., 1932, 109, 528 et 614. 

Sur les conditions de culture et le pouvoir de synthése de Saprolegnia 
sp. Ces Annales, 1933, 50, 703. 

Les lignées leucocytaires des Sipunculidés (avec M¥° J. Marcou). Arch. 
Anat. micros., 19338,-29, fasc. Il; 245. 

Digestion intracellulaire et accumulation des colorants acides. Etude 
cytologique des cellules sanguines des Sipunculidés, Bull. Biol., 
1933, 67, 135-275. 

Sur la nutrition de quelques champignons saprophytes et parasites. 
Ces Annales, 1934, 52, 76. 

L’aspect cytologique de la digestion intracellulaire. Arch. f. exp. Zell., 
1934, 355. 

Stries oculaires et ages larvaires chez les Acridiens. Arch. Inst. Pasteur 
Algérie, 1988, 46, 523. 

Sur l’action acridifuge des extraits de feuilles de Melia azedarach. Arch. 
Inst. Pasteur Algérie, 1937, 45, 427. 

Sur la photo-akinése des Acridiens. Id., 1989, 17, 194. 

Rapport préliminaire sur une mission d’étude des Acridiens dans le 
Mouydir et le Tademait. Id., 1939, 47, 634. 

Une mission d’étude des Acridiens dans la colonie du Niger (Air, 
Tamesna) et le Sud algérien (Hoggar). Id., 1940, 18, 43. 

Podapolipus diander n. sp. Acurien hétérostygmate parasite du Criquet 
migrateur. Id., 1940, 48, 321. 

Une mission d’étude des Acridiens dans le Sahara algérien. Id., 1949, 
48, 341. 


SUR LA DETERMINATION 
DE LA TAILLE DES BACTERIOPHAGES 
PAR L’'ULTRACENTRIFUGATION (’) 


par P. LEPINE, P. NICOLLE et J. GIUNTINI. 


L’exactitude de la détermination, par des méthodes sans obser- 
vation directe, de Ja taille des particules au moyen de J’ultra- 
centrifugation est fonction de la précision dans la numération de 
ces particules. A cet égard, les bactériophages constituent un 
matériel d’étude favorable. On sait quils occupent une échelle 
de tailles étendue, et leur concentration peut, par la mesure de 
leur litre lytique, étre déterminée avec une ues grande précision. 
De plus, un certain nombre d’entre eux ont déja été Vobjet de 
mesures cffectuées par plusicurs méthodes (ultrafiltration, ultra- 
centrifugation, irradiation) dont les résultats se complétent ou se 
controlent. 

Nous désirons rapporter les premiers résultats obtenus dans 
nos recherches, portant sur des bactériophages dont la taille est 
connue avec une approximation suffisante, pour fixer Ja valeur 
de notre méthode expérimentale. 


I. Marérien Er TECHNIQUE. — Nous avons employé lhypercen- 
trifuge A air comprimé d’Henriot et Huguenard avec les modifi- 
cations et dans les conditions déja décrites par l'un de nous (1) 
en apportant quelques amélioraiions au dispositif pubhé (fig. 1 
eu 2): 

Nous avons chereché a obtenir une précision plus grande dans 
la détermination des vitesses de rotation. A cet effet, nous avons 
aimanté le rotor d’acier (2). Le champ magnétique tournant déter- 
miné par la rotation engendre, par induction, dans un solénoide 
récepteur un courant alternatif dont Ja fréquence varie comme 
la vitesse du rotor, 4 raison d’une période par tour. Le courant 
induit est, aprés amplification, envoyé dans un_ oscillographe 
cathodique, dont le balayage est assuré par un courant de fré- 
quence connue, émis par un générateur hétérodyne (8). La résul- 


(*) Communication présentée a la séance du 5 mars 1942 de l’Asso- 
ciation des Microbiologistes de Langue Frangatse. 

(1) P. Liépine, ces Annales, 1941, 67, 380 ; J. Chim. Phys., 1942, 390 

(2) M. A. Divrer a bien youlu se charger, dans le laboratoire du 
Professeur Hucupnarp, aux Arts et Métiers, de l’aimantaltion de nos 
rotors. Nous len remercions vivement. 

(3) Notre montage a ¢té réalisé avec un oscilloscope type 81 A et un 
oénérateur 2 battements type 31 A, mis A notre disposition par la 
Société « L’Industriclle des Téléphones ». 
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lante de l’action des deux courants sur le faisceau électronique 
détermine la projection, sur l’écran fluorescent, des figures clas- 
siques de Lissajou. Il est ainsi possible, par la recherche de la 
concordance des phases, de connaitre la vitesse du rotor avec une 
précision supérieure 4 1 p. 100. Les figures jointes précisent le 
montage réalisé (fig. 3 et 4). 

Le titrage des bactériophages a été fait par Ja numération des 
plages de lyse, produites par une dilution convenable du bacté- 
riophage aux dépens de la bactérie sensible ensemencée sur 
milieu solide en boites de Petri, selon la technique utilisée dans 
le laboratoire de E. Wollman (4). 

Le prélévement effectué dans nos tubes capillaires aprés centri- 
fugation élant au total en moyenne de 0,05 c. ¢., celui-ci était dilué 
au 1/10, dans la seringue méme, avec du bouillon, et le titre 


Fic. 14. — Rotor employé pour les ultracentrifugations des bactériophages. De 
gauche a droite : le rotor en acier spécial (les aubages sont visibles a la partie 
inférieure); porte-cellule en duraluminium comportant trois cavités radiales 
dans le plan horizontal; tubes capillaires, en plexiglas ou en quartz fondu, 
formant cellule & centrifuger; couvercle du rotor en arriéve : pince spéciale 
pour la prise du rotor et lextraction du porte-cellule, (le schéma de l’appareil 
a été publié dans le Journal de Chimie Physique, loc. cit., 1942). 


délerminé sur les 0,5 ¢. ¢. ainsi obtenus. Enfin, les précautions 
nécessaires élaient prises pour soustraire Je bactériophage aux 
actions étrangéres (lumiére, chaleur, etc.) pendant la durée de 
Pexpérience. 

Les calculs de taille ont été faits en appliquant la formule 
(Elford (5). En effet, comme nous l’avons exposé ailleurs (6), 
le raisonnement fait prévoir et Pexpérience confirme que la for- 
mule empirique de Me Intosh et Selbie (7), que nous avons 


( 

(5) W. J. Exrorp, Brit. J. exp. Path., 19386, 17, 399. 

(6) PB. Lepr, loc. cit.) 1942: 

(7) Mc Inrosu et F. R. Serer, Brit. J. exp. Path., 1937, 18, 162. 
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Kic, 2. — Dispositif actuel de Vultracentrifugeur : 1, capot du stator, repré- 
senté ouvert; 2, rotor sur son support; 3, arrivée de lair moteur; 4, arrivée 
de lair sustentateur. La mesure des vitessés se fait avec : 5, amplificateur; 
6, oscillographe cathodique; 7, générateur hétérodyne; ou avec : M, miroir, 
placé sur la fenétre du capot pendant la rotation, et S, stroboscope & main. 


Fic. 3. — Analyse 4 Voscillograple cathodique du courant engendré par un 
rotor aimanté. Cliché A. Didier (Laboratoire de M. Huguenard, Arts et Métiers) : 
rotor 80 millimetres, vitesse 870 tours-seconde, oscillographe cathodique 
468 Dumont, plaque Aviator, pose 1/2 seconde, f = 6,3. 
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employée pour d’autves recherches (8), et dont expression mathé- 
matique est criliquable, ne donne des résultats exacts que dans une 
zone relativement étroite. Celle d’Elford, dérivée de la loi de 
Stokes par voie purement mathématique, garde sa valeur théo- 
rique pour toute concentration terminale supérieure a celle qu 
correspond & léquilibre de sédimentation. Dans la pratique, elle 


Bobine 
Rotor receptrice 
a/mante 


< 


Génerateur 
heterodyne |-0 ~ 
Oscillographe 
Fic. 4. — Schéma du montage réalisé pour la mesure des vitesses de rotation. 


Lorsque le courant engendré par le rotor aimanté et celui du générateur 
hétérodyne sont de méme fréquence, la figure tracée sur Vécran de l’oscil- 
lographe alaspect d’un cercle immobile. 


est applicable avec des résultats satisfaisants pour une large lati- 
tude de tailles et de concentrations. 

Xappelons que le diamétre d de la particule, exprimé en mu 
esl, selon la formule d’Elford : 


d =7,94 X 10° ul 


ath 
(Gp — Oom)N? 


X Flog. ne 
De slik ie 

dans laquelle : % = viscosité du milieu; ¢m = densité du milieu ; 
op = densité de la particule ; 2 = distance en centimétres du 
ménisque du tube capillaire & Vaxe de rotation ; h = hauteur en 
centimetres du préléevement fait dans le tube ; Co = concentration 
de la suspension avant centrifugation ; Cy = concentration dans 
Véchantillon aprés centrifugation ; ¢ = durée de la centrifugation 
en minutes ; N = vitesse en tours-minutes. Pour la valeur de la 
densité du bactériophage, nous avons adopté dans nos calculs la 
valeur de 1,25 comme étant la plus probable d’aprés les travaux 
publiés, et notamment ceux d’Elford. 


(8) P. Lipine, J.-C. Levaprri et J. Grunrini, ces Annales, 1941, 67, 477 
et 480. 
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Dans hos expériences, les vitesses de rotation ont été combinées 
de facon & permettre, avec des prélévements échelonnés sur des 
lemps de centrifugation allant de six & dix-huit minutes, que l’in- 
fluence du démarrage fat éliminée, tout en restant dans les condi- 
tions ott la formule de Stokes est valabl e.(fe. ). 


30 


ine) 
Nn 
T T ca 1 a 


Concentration x/0 z 
Nu 
8S 


™~ 
Ww 
SS) Amery US 


1 1 1: 4 4 4 ieee 4 4 4 ho 
/0 /2 /4 /6 
Temps en minutes 
Fic. 5. — Réduction du nombre des bactériophages (titre lytique) en fonction 


du temps de centrifugation. (Graphique d'une expérience avec le bactério- 
phage subtilis.) 


Il. Riésurrars. — Nous avons centrifugé les bactériophages 
suivants par rang de tailles décroissantes : bactériophage subtilis, 
bactériophage coli-dysentérique C16, bactériophage  streptococ- 
cique B 563, bactériophages coli-dysentériques C 36 et 5S 13. Les 
résultats de ces expériences sont condensés dans les tableaux 
cl-apres. 


Tasteau I. — Bactériophage subtilis. 


B58. 355 
Oe Bh 
BaGat 2 0,007619 
5,6. 2 0,01044 
35005 2 0,00753 
9,9. 6 000605 
OROn 2 (),01004 
3,6. 4 0,00803 
BOs di 000750 
Ya 620 : 
2S SS ————- iss 
Moyenne : 9 9 69 mu = 3 


4 3 
5 3 
6 36 
8 3 
8 3 
8 45 
8 45 
10 3 
42 39 
42 45 
A 45 


TasLeau III. — Bactériophage streptococcique B 563. 
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2 > 


DOE WE DWE SW 
St OEM COO 
RGD NY mae Sea 


Moyenne : 


6 4107 

26.107 
2,07.107 
3.107 

AeA 04 
6) 564108 
By oal(l 

AOS AlOz 
1,5.107 
Somdlie 
So ide 


Ld _ 634 
44 °° 44 


TasLgau II. — Bactériophage C 146. 


003123 
0041154 
002366 
002134 
0, 01857 
0,02144 
0,02340 
0),01794 
001629 
0, 01838 
0, 01744 


== SS bY (im, ae 


1 1 ew 
t N/m Co Ci ie °8 Ct 2 
x+ h— my 

Co 
10 54.000 Be aa) 4,05.40* 006546 26 
42 54.000 Ones 3,75.404 0, 00652 26 
12 57 000 1,8 10° Bree (De 000524 oh 
14 57.000 Wats We de 0), 00544 al 
14 51.000 DapleOs 3,34 4104 0,00691 26 
16 51.000 Ble L0e 234.105 000912 30 
16 57.000 lesealNe 3,09.40° 0, 01289 3¢ 

Xd 183 
Moyenne : aos =e = 26 mp. + 2 


1,23. 
2,39. 
1,23. 


1,71 


4,93. 


4,77 


1 0s 
108 
10° 
10° 
108 


10° 
2,39. 
1,23. 


40° 
10° 


Moyenne : 


1.08.10° 
4,9.408 

1,01.108 
1,50.408 
963.105 
1,48.108 
1,29.10° 
7,8.105 


Yd __ 183 


8 era 


TabLeau LV. — Bactériophage C 36. 


000375 
0, 00566 
0003915 
0, 00260 
000370 
0, 00245 
0, 00727 
0, 00604 


23 my + 2 
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Tanteau V. — Bactériophage coli-dysentérique S 43. 


40 60.000 895.105 8,19.105 0,00182 47 
12 60.000 4) oy Hl 0799 71108 0), 004426 48 
12 60 000 lias GUA! 8,19 .10° 0, 004897 19 
3 57 000 6,64.108 522.108 0, 00364 47 
14 57.000 6,64.108 eel ue 000366 17 
45 60.000 VA AO 7 108 0, 005687 24 
16 50.000 2 ome QenLOe 0003554 19 
i 57.000 6,64.108 4,82 10° 0,00363 AT 
48 60.000 Wh als aie Das OS 0, 006513 22 
I CA RE AE i SSE RE AE Ae SOS A IR I SS I TR NE REARS AP ES ES OE A SMS SP A SE EE SRE 
Sah aloe! 
Moyenne : => =19 mp1 
Tasteau VI. — Evaluations comparées par diverses méthodes 
de la taille (en mu) des bactériophages. 
oe ‘ NOS ULTRA- ULTRACENTRI- 
BACTERIOPHAGE) yxpyRiENCES | FILTRATION SSE Ne tieeenes 
Subtilis 69=3 80-120 (1) |Un peu plus grand 
50-75 (2) que C 16 
{Rayons X] (3) 
C 16 De=3 60-90 (4) 60 90 (7) 
30-80 (1) [Rayons «] (6) [= 60] 
50-75 (5) 
B 563 26=e)2 45-24 (5) 30 (8) 
[Rayons X] 
C 36 2B) Se 20-30 (9) Sensiblement plus 
petit que C 16 
{Rayons X] (3) 
S$ 43 At eee 8-12 (9) 20 (7) 
15-47 (10) 
20 (414) 
(t) C. Luvaprrt, M. Paic. J. Vorr et D. Krassxorr, C. R. Soc. Biol., 1936, 122, 354. 
(2) M. Rouygr, A. GUBLIN et P. GRABAR, Ces Annales, 1942, 68, 482. 
(3) KE. Wornman et A. LACASSAGNE, ces Annales, 1940, 64, 5. 
(4) W. J. Evrorv, Handbuch der Virusforschung, I, 179 (Vienne, 1938). 
(5) P. Grapar et M. Rovuyer, C. it. Soc. Biol., 1941, 135, 904. 


(6) F. Honweck, S. Lurra et E. Wotiman, C. R. Acad. Sci., 1940, 210, 639. 

(7) Scu~esincer, Brit. J. exp. Path., 1936, 17. 399. Ces résultats doivent étre considérés 
comme affectés d'une erreur par excés d'environ 30 p. 100 (Elford). 

(8) E. Wortman, A. LacassaGne et Mm? iE, WoLuman, Bull. Histol. appliquée, 1940, 
n° 10, 268. 

(9) W. J. Exrorp et Ch. ANpREWES, Brit. J. exp. Path,, 1932, 13, 446. 

(10) W. J. Exvrorp, Brit. J. exp. Path., 1936, 17, 399. 

(11) W. J. Exrorp et I. A. Gartoway, Brit. J. exp. Path., 1937, 18, 155. 
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III. Discussion. — Remarquons tout d’abord, d’une part que 
les tailles obtenues par l’ultracentrifugation s’échelonnent dans 
le méme ordre que les .tailles oblenues par l’ultrafiltration, et, 
d’autre part, que dans l’ensemble les résultats trouvés par les deux 
méthodes présentent un degré de concordance remarquable. Cer- 
laines discordances apparaissent cependant. Elles constituent les 
points les plus intéressants a relever, car ce sont elles qui nous 
permettront peut-étre de préciser la valeur respective des deux 
méthodes. 

1° Bactériophage « subtilis ». — Nos expériences donnent a ce 
bactériophage une dimension de 69 mp + 3, soit 66 a 72 my, taille 
sensiblement plus petite que celle trouvée par Levaditi et ses colla- 
borateurs au moyen de la filtration : 80 A 120 mu. Mais il y a 
des raisons de penser que cette derniére est notablement plus 
élevée que Ja taille réelle du bactériophage (9). 

2° Bactériophage C 16. — La taille trouvée : 57 mp + 3, soit 
54 4’ 60 mu, est en concordance remarquable avec les résultats les 
plus récents de ultrafiltration (50 4 75 mu) et avee celui de Virra- 
ciation (60 mu au moyen du rayonnement a), bien qu "il ne faille 
attribuer a ce dernier, au dire méme des auteurs, qu une précision 
relative. 

3° Bactériophage streplococcique. — La taille caleulée : 26 mu 
+ 2, se trouve intermédiaire entre les résultats oblenus par filtration 
(15-21 mu) et par irradiation (80 mu). Elle peut done étre consi- 
dérée comme satisfaisante, mais on note déja ce qu’on verra. plus 
loin avec le S13, une tendance 4 voir les chiffres obtenus par 
Vultracentrifugation affecter aux particules un diamétre plus ¢levé 
que lVultrafiltration. 

4° Bactériophage C 36. — La taille de 23 mp + 2 présente une 
remarquable concordance & la fois avec les résultats de Vultra- 
filtration et avec ceux de Virradiation. 

5° Bactériophage S13. — Ce bactériophage est l’un des plus 
intéressants. Considéré comme le plus petit ‘des bactériophages, 
il est en outre trés sensible & Vaction de la lumiére (10), ce qui 
oblige a des précautions particulicres pour les manipulations. Nos 
expériences Iu assignent un diamétre de 19 my +1, alors que 
la filtration ne lui reconnait qu’un diamétre de 8 a 12 mp. Les 
expériences dirradiation ne font que confirmer sa place au bas 
de l’échelle des tailles des bactériophages, sans permettre une esti- 
mation plus précise. 


(9) En effet, depuis la rédaction de cette note, M. Rovyer, A. Gutrin 
et P. Grapar (ces Annales, 1942, 68, 482) ont montré que Te bactério- 
phage subtilis fait partie du groupe 50-75 mu, précisant ainsi les résul- 
tats obtenus au moyen de Virradiation par E. Wormman et A. Lacas- 
SAGNE (loc. cit., 1940) et confirmant nos observations. 

(10) Voir A. Gufnin, ces. Annales, 1942, 68, 245; M. Rovyrr et 
A. Gustin, Ibid., 1942, 68, 485. 
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La discordance tient-elle & une erreur expérimentale, ou a la 
méthode elle-méme? Nous pensons pouvoir éliminer les erreurs 
accidentelles de nos expériences, d’abord en raison de la faible 
dispersion des résultats oblenus, ensuite parce que les chilfres 
lrouvés par d’autres auteurs au moyen de l’ultracentrifugation 
concordent singulidrement avec les notres. En effet, Schlesinger 
donne a ce bactériophage un diamétre de 20 mu (11). Elford, dans 
une premiére série d’expériences, trouvait 15 & 17 mu, mais ullé- 
ricurement avec Galloway, il corrigeait ces chiffres, de nouveaux 
résultats Vayant conduit A attribuer au bactériophage S13 une 
taille de 20 mu. C’est done bien a une vingtaine de mp que les 
expériences d’ultracentrifugation fixent la taille du S 13. 

Plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour expliquer la dis- 
cordance des résultats entre l’ultrafiltration et Pultracentrifugation. 

a) La premiere qui se présente a l’esprit est celle d’une densité 
différente de celle des autres bactériophages. S’il y a lieu, en 
effet, de tenir Ja densité de 1,25 que nous avons choisie pour satis- 
faisante devant les résullats obtenus, rien ne nous prouve que tous 
les bactériophages aient le méme poids spécifique. Mais le calcul 
montre que, pour abaisser dans nos expériences la taille du bacté- 
riophage S13 a 12 mu (diamétre maximum de lultrafiltration), 
on devrait lui attribuer une densité de 1,66, qui parait & premiére 
vue inadmissible. 

b) Les formules dérivées de la loi de Stokes ne sont, en toute 
rigueur, applicables qu’a des corps sphériques. Si le bactério- 
phage 5S 13 avait la forme, non d’une sphere, mais d’un ellipsoide 
allongé ou d’un batonnet, la vitesse de sédimentation en serait 
affectée et pourrait a la rigueur expliquer les résultats. HH est 
regrettable que nous ne possédions pas du bactériophage S 13 des 
images électroniques qui aideraient a trancher Je débat. 

c) La fragilité bien connue du bactériophage S$ 13 peut faire 
penser qu'il est détruit pendant la sédimentation sous leffet soit 
de la pression, soit du frottement contre les molécules du milieu 
ambiant. Une destruction du bactériophage conduirait en effet a 
augmenter la taille apparente obtenue par calcul. H ne semble 
pas que cette hypothése soit 4 retenir. Nous avons, pour la véri- 
fier, effectué des centrifugations suivies de remise en suspension 
du bactériophage, par rebrassage des différentes fractions préle- 
vées séparément dans la cellule a centrifugation : les titres obtenus 
avant el aprés Vexpérience ont été comparables, montrant qu il 
n’y avait pas eu destruction, malgré Ja sédimentation constatee 
par le titre des prélévements. ; 

d) On pourrait penser, enfin, que le coefficient de correction 
appliqué dans Vultrafiltration pour les tailles correspondant a celle 


(11) On sait cependant que la méthode employée par cet auleur donne 
en général des chiffres trop grands de 30 p. 100. 
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du bactériophage S 18 soit op élevé, conduisant a des diamétres 
réduilts. Cette explication ne semble pas non plus a@ priori a 
retenir, les coefficients de correction des filtres ayant été établis 
par filtration de substances (protéines principalement) dont les 
dimensions étaient déja connues par d’autres méthodes. La ques- 
lion reste entiére. Nous nous proposons d’y revenir. 


Conctusion. — L’application de Ja formule d’Elford a Ja mesure 
de la taille des bactériophages par notre méthode d’ultracentri- 
fugation conduit 4 attribuer 4 des bactériophages connus les dia- 
métres parliculaires suivants : bactériophage subtilis, 66 4 72 mu ; 
C 16, 54 4 60 mp ; streptococcique B 563, 24 4 28 mp ; C 36, 21 a 
25 my; $.13, 18.4,20.mp,.en accord trés satisfaisant avec les 
données tirées d’autres méthodes, et parliculiérement de Vultra- 
filtration, 


TITRAGE DES SERUMS ANTI-PERFRINGENS (°) 


par Mayuis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. FABRE. 


Par une série de recherches publiées A partir de 1936, Pune de 
nous a établi avec M. Weinberg que le titre antitoxique a? un méme 
sérum anti-perfringens peut varier considérablement avec les 
échantillons de toxine homologue employés au cours de la déter- 
mination, ceux-ci élant préparés avec la méme souche de B. per- 
jringens, la souche Lechien, ensemencée dans du bouillon Vf ; 
nous avons en effet observé des écarts de 85 a 93 p. 100 entre 
les résultats de certains titrages effectués sur souris par voie 
veineuse. Nous avons signalé en outre que le poids L + de toxine 
perfringens neutralisée par une unité d’antiloxine correspondante 
peut varier beaucoup avee les sérums étalons ulilisés dans Je 
litrage : certains résultats ont différé de 48, 62 et méme 70 p. 100 (1). 


R. Prigge (1936), en titrant le méme sérum avec des toxines trés iné- 
galement hémolytiques, a observé des divergences ne dépassant pas 
21 p. 100; H. W. Glotova (1937), Tpsen, Llewellyn-Smith et Sordelli 
(1939) n’ont pas non plus enregistré des écarts comparables 4 ceux que 
nous avons indiqués (ces auteurs ont utilisé des toxines préparées avec 
diverses souches en Angleterre ou 4 Moscou, Francfort et Copenhague). 
Par contre, J. Ipsen et R. Davoli (1939) ont constaté des discordances 
de 87 et 90 p. 100 entre les valeurs antitoxiques attribuées 4 un méme 
sérum titré avec divers échantillons de la toxine trés complexe qu’ils 
ont préparée avec la souche Lechien ; ces auteurs ont désigné par 4 un 
agent particulier (neurotoxique ?) que cette souche élabore en grande 
quantité dans le bouillon Vf en méme temps que les toxines € et a, ; 
leurs investigations complémentaires, portant sur des toxines produites 
par la souche SS dans le milieu de Walbum et Reymann ou dans le 
bouillon Vf, ont montré cependant que les titrages sur souris concor- 
dent lorsqu ils sont effectués avec des toxines possédant peu de 
lysine o a cété du facteur C. De méme, Prigge (1936), avait obtenu des 
résultats concordants en utilisant des toxines faiblement hémolytiques. 
Toutefois, des recherches ultérieures de J. Ipsen, il ressort que les 
résultats des titrages réalisés aussi avec des toxines a facteur ¢ prédo- 
minant, préparées avec la souche SS dans le bouillon peptoné de 


(*) Communication présentée a la séance du 1 octobre 1942 de 
l’Association des Microbiologistes de Langue Frangaise. 
(i Ce Rees deses Cae 1937; 204, 1012 ; Revue Immunol., 1939, 5, 1; 


Ces Annales, 1941, 66, 204. 
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Walbum et Reymann additionné de viande de beeuf, présentent quel- 
quefois entre eux des divergences de 28 et 30 p. 100. Ces écarts, bien 
qu’importants, n’ont cependant pas l’ampleur de ceux que |’on obtient 
en utilisant les toxines provenant de la souche Lechien ; de sorte que 
les titrages de J. Ipsen avec les toxines de la souche SS apparaissent 
plus réguliers que les dosages réalisés avec les toxines de la souche 
Lechien. 

Etant donné que I’Institut Sérologique de Copenhague n’assume pas 
la charge de distribuer des quantités importantes de la toxine produite 
par la souche SS, nous avons entrepris d’en préparer pour évaluer la 
teneur en antitoxine ¢ de nos sérums anti-perfringens. Pour réaliser 
les différents milieux que nous avons comparés au cours de nos essais, 
nous avons utilisé de la viande et du foie (de boeuf ou de cheval) impro- 


pres 4 Valimentation, des panses de porc ou de l’autolysat de levure 
de biére (2). 


TOXINE PERFRINGENS PREPAREE AVEC LA soucuE SS. — M. Ipsen 
a eu Vobligeance de nous fourni cette souche. Nous avons 
ensemencé 6 bouillons Vf de boeuf ou de cheval (8), et, com- 
parativement, les mémes bouillons additionnés de 1 ou 2 p. 100 
de foie cuit (4). L’acidité hémolytique des toxines préparées 
dans les 6 bouillons Vf a toujours été intense, comparable a 
celle des toxines élaborées par la souche Lechien ; en présence 
de foie cuit (de boeuf ou de cheval) les résultats ont été incons- 
tants : dans certains cas nous avons obtenu des toxines conve- 
nables, riches en facteur = et pauvres en facteur a; dans d’autres, 
le foie a beaucoup diminué la production de la toxine ¢ en méme 
temps que celle de la lysine a; ou bien il-a insuffisamment empéché 
la formation de Vhémolysine «. Simultanément, nous avons com- 
paré des bouillons ordinaires (infusion de viande de boeuf ou de 
cheval), des solutions a 1 p. 100 d’autolysat de levure, des diges- 
lions chlorhydropepsiques de foie de beeuf ou de panse de pore. 
La souche SS s’est développée abondamment dans tous ces 
milieux, que nous avons ensemencés dans les mémes conditions 
que les boullons Vf précédents ; le titve des toxines préparées 


(2) Aux divers milicux nutritifs que nous avons éprouvés, nous avons 
ajouté 1,5 p. 1.000 de sang desséché ou 1 p. 100 de différentes peptones, 
puis, apres avoir ajusté le pH a 7,65, nous avons adjoint 1 ou 2,5 p. 1.000 
de glucose. Titrage des toxines vingt & vingt-deux heures aprés l’ense- 
mencement : la dose mortelle est déterminée sur souris (veine) et la 
dose minima hémolytique (D.M.H.) vis-a-vis de 0,1 ©. c. d’hématies 
de mouton a 5 p. 100. 

(3) En ensemengant la souche SS dans un bouillon Vf qui avait filtré 
difficilement, Ipsen et Davoli ont obtenu 2 toxines © pures et dans un 
bouillon Vf plus fluide des toxines dont le facteur ¢ était accompagné 
de quantités importantes de lysine « (bouillons de boeuf). 

(4) D’aprés Svartz et Brodd, Nagler, la toxine perfringens préparée 
dans du bouillon contenant des fragments de foie ou de viande est peu 
hémolytique. 
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Sn ie RE eae Tae ag 
a 33° dans les bouillons ordinaires + peptone Vaillant 5B ou 
dans les solutions d’autolysat de levure + sang a été faible 


moins de 10 doses mortelles (D. M.) par centimetre cube. Au 


contraire, celui des toxines obtenues dans les digestions de foie ou 
de panse additionnées de sang ou de peptone, a atteint 40 a 60 ou 
60 D. M. par centimétre cube ; malheureusement, ces toxines tres 
nocives pour la souris ont été trés hémolytiques. 

Nous avons alors poursuivi les essais avec le bouillon Vf : nous 
avons déterminé les quantilés de cholestérol qu’il suffit d’ajouter 
a ce bouillon, avant lensemencement, pour entraver la formation 
du facteur « sans réduire notablement Vélaboration du fae- 
teur €¢. Dans une autre série d’essais nous avons recherché le 
poids de cholestéro] qui en trente minutes, a la température de 20°, 
inactive irréversiblement l’hémolysine « d’une toxine centrifugée 
préparée dans divers bouillons. 


Voici, par exemple, le nombre de D. M. contenues dans 1 c. c. des 
toxines que nous avons préparées, le 10 décembre 1941, dans du 
bouillon Vf : 40 4 60 D. M.; dans le méme bouillon + 0,08 p. 1.000 
de cholestérol : 30 4 40 D. M.; dans le méme bouillon Vf + foie cuit 
40 D. M. Nous avons ajouté du sulfate d’ammonium au mélange des 
toxines pew hémolyliques obtenues en présence de cholestérol ou de 
foie ; nous avons désigné par ES 1 l’échantillon. de toxine ainsi pré- 
cipité. 

Au cours de nos essais ultérieurs, nous avons préparé les échantillons 
ES 2 et ES 4 a partir des toxines formées dans des bouillons Vf conte- 
nant respectivement 0,08 et 0,075 p. 1.000 de cholestérol et léchan- 
tillon ES 3 avec une toxine élaborée dans du bouillon Vf + foie que 
nous avons additionnée de 0,04 p. 1.000 de cholestérol avant l’addition 
de sulfate d’ammonium. 

La formule antigénique des échantillons ES 1 et ES 3 differe appré- 
ciablement de celle des échantillons ES 2 et ES 4 ; la valeur du rapport 
LN : L + des deux premiers est égale 4 1,3 ou 1,2 et celle des deux 
derniers 2 2 ou 2,1 (5). Ce fait incite & penser que les toxines ES 2 et 
ES 4 contiennent 2 cété du facteur © une quantité notable d’un autre 
facteur léthal. 


Nous indiquons dans le tableau suivant les caractéristiques des 
4 premiers échantillons de toxine que nous avons précipités ainsi 
que les titres antitoxiques, exprimés en unilés internationales, de 
5 sérums titrés sur souris avec chacun de ces échantillons. Nous 
faisons aussi figurer dans ce tableau les résultats que nous avons 
obtenus en titrant les mémes sérums avec une toxine E 31 élaborée 
par la souche Lechien. Nous avons examiné les sérums 135, 415, 
3, 51 et 25.984, ce dernier étant un sérum antigangréneux poly- 


(5) Les valeurs L + et LN/10 des toxines ont été déterminées avec 
le sérum étalon international : L + sur souris, LN/10 sur cobaye. 
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valent (6). L’antitoxine perfringens des sérums 135, 415 et 25.984 
a été produite par des chevaux traités par des injections de toxine 
élaborée par la souche Lechien ; les sérums 3 et 51 ont été pré- 
levés sur des chevaux immunisés avee les antigénes formés par la 
souche SS dans du bouillon Vf. 


ECHANTILLON DE TOXINE 


ES1 ES3 ES2 ES4 E31 

Dose mortelle (en mg.). 0,07 0,415 0,09 D215: 0,06 
DyMCE eniimes)\ 0,02 0,08 0,04 0,04 0, 004 
| Die a (30a) 609) Sn 253 ey 295 2,4 13} 
L N/10 (en mg.) 0,30 0,22 0,56 0,52 
Titre du sérum 135. . 63 65-70 65-70 100 150-175 
Titre du sérum 445. . 35 35 45-50 60-65 350-400 
Titre du sérum 3. . . 4150 225 210-225 225 4.200-1.400 
Titre du sérum 51. . 160 160-175 485-200 115; 500-600 
Titre du sérum 25984. 30 40 60 50-60 300-350 

TITRE ANTITOXIQUE DE 5 SERUMS ANTI-PERFRINGENS. — a) Titrages 


avec les loxines ES 1 et ES 3. Les valeurs antitoxiques d’un méme 
sérum, déterminées comparalivement avec les 2 toxines, sont 
généralement concordantes. Deux résultats seulement divergent 
dés25 et oan pee LOG: 

b) Titrages avec les toxines ES2 et ES 4. Les résultats du 
dosage de chaque sérum titré avec ces 2 toxines présentent géné- 
ralement une concordance satisfaisante ; deux différent de 25 et 
33 p. 100 (7). 

c) Comparaison des dosages réalisés, d'une part, avec les 
toxines ES 1 et ES 3, d’autre part, avec les toxines ES 2 et ES 4. 

Certains résullats du deuxiéme groupe de titrages concordent 
avec ceux du premier ou s’en écartent peu; d’autres alttribuent 
au méme sérum une valeur antitoxique supérieure a celles qu’in- 


(6) Exprimé en unités antitoxiques internationales, le titre du sérum 
polyvalent 25.984 est le suivant : 100 a 125 unités anti-vibrion septique, 
30 a 40 unilés anti-histolytique, 100 a 125 unités anti-cedemaliens et, 
d’apres les titrages effectués avec les toxines ES 1 et ES 3, 30 ou 40 unités 
anti-perfringens. 

(7) Faisons remarquer que le titre du sérum 135 est de 100 unités 
que le dosage soit effectué avec la toxine ES 4 élaborée par la souche SS 
ou avec 3 toxines riches en hémolysine « produites par la souche 
Lechien (toxines E 35, E 39, E41). D’aprés les résultats que nous avons 
signalés en 1939, ce sérum contient 70 & 75 unités lorsque le titrage est 
fait avec la toxine E 24 préparée avec la souche Lechien et le sérum 415, 
litré avec cette toxine, en contient 50. D’aprés J. Tpsen, le sérum 135 
lilre 56, 63, 70, 73 ou 80 unités et le sérum 415 : 35, 40, 44, 45 ou 
49 unités (dosages pratiqués avec des toxines préparées 4 Copenhague 
avec la souche $S). 
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diquent les titrages effectués avec les toxines ES 1 et ES oo lee 
divergences alleignent 33, 37, 44 et 50 p. 100 : par exemple, le 
sérum 25,984 titre 60 unilés vis-a-vis de la toxine ES 2 et 30 unités 
vis-a-vis de Ja toxine ES 1; le sérum 415 contient entre 60 et 
65 unités (titrage avec la toxine ES 4) ou 35 unités (titrage avec 
les toxines ES 1 ou ES 3). 


En résumé, les résultats que nous rapportons indiquent que les 
litres antitoxiques d'un méme sérum anti-perfringens déterminés 
avec 4 échantillons de toxine peu hémolytiques élaborés par la 
souche SS dans des bouillons Vf additionnés de foie ou de choles- 
térol sont fréquemment concordants ; cependant ils varient parfois 
entre eux-de 25 4 50 p. 100. 


VIRULENCE DU SANG DU COBAYE 
INFECTE AVEC LE SP/ROCHAETA HISPANICA 


par V. CHORINE et 0. CROUGUE. 


Unstitut Pasteur, ; 
Service de la Lépre et de Bactériologie tropicale.) 


Brein] et Kinghorn (1) ont démontré que le sang de homme 
atteint de fiévre récurrente a Sp. dultont est infectant aussi bien 
au moment de Paccés fébrile, quand les spirochétes pullulent dans 
le sang, qu’au moment de V’apyrexie entre deux accés ott on ne 
trouve pas de germes dans le sang. Ces observations ont été 
plusieurs fois confirmées pour les diverses fiévres récurrentes. 
En collaboration avec M. Marchoux (2), nous avons constalé aussi 
que le sang des poules piquées par Argas persicus, vecteur de 
Sp. gallinarum, est infectant dés la vingt- -quatriéme heure aprés 
Ja piqure d’argas, les spirochetes visibles n’ appar aissant dans le 
sang qu’a partir du quatrieme ou du cinquiéme jour. Cette 
absence de spirochétes dans le sang virulent a suscité des hypo- 
theses diverses : la plupart des auteurs admettent que les spiro- 
chétes, en dehors de la crise, sont présents dans le sang sans 
affecter la forme spiralée classique et ne sont que peu ou pas 
visibles & Vexamen direct ou méme aprés coloration, mais les 
preuves nous manquent. 

I] nous a paru intéressant d’étudier comparativement la viru- 
lence du sang des cobayes infeclés avee Sp. hispanica au moment 
de Vaccés ott les spirochétes sont trés nombreux, et en dehors de 
l'accés quand on ne trouve plus d’éléments spiralés dans le sane. 
Dans une premiére série d’expériences, nous avons déterminé Ja 
dose infectante du sang prélevé en pleine crise, ensuite nous avons 
fait les mémes essais pour le sang prélevé entre deux accés au 
moment oti des examens minulicux ne nous ont pas permis de 
trouver de spirochétes dans le sang. Tous nos cobayes qui ont 
servi pour Ja prise de sang ont été infectés par la piqure d'une 
seule tique : Ornithodorus erraticus. Nous sommes trés heureux 
d’exprimer ici nos remerciements & M. le Professeur Brumpt qui 


(1) A. Brent et A. Kincnorn, Liverpool School of Tropical Medicine, 
1906, Memoir, 24, 1. 


(2) E. Marcnoux et V. Caoring, C. R. Soc. Biol., 1930, 106, 259. 
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nous a trés aimablement donné un grand nombre d’ornithodores 
infectés. 

La prise de sang chez le cobaye a été faite par ponction car- 
diaque en plein acces deux & quatre jours aprés l’apparilion des 
spirochetes dans le sang, et du cinquiéme au neuvieme jour aprés 
la piqtre. 

Pour éviter la coagulation, le sang est aussitot mélangé a 
parties égales avec du liquide de Tyrode ne contenant pas de 
chlorure de calcium et additionné de citrate de sodium A raison 
de 15 g. par litre. 

On fait chaque fois la numération des germes contenus dans 
1 c. c. de sang. Nous avons utilisé, dans ce but, deux méthodes 
différentes : au début nous avons compté les germes par rapport 
aux globules rouges dans le sang dilué 4 1 pour 1 dans le liquide 
de ‘Tyrode. Ce dénombrement est fait sur les frottis de sang des- 
séché, fixé pour conserver les globules rouges, avee une solution 
a 40 p. 100 de formol du commerce saturée de glucose, puis 
colorée par la méthode de Fontana. Quand on connait le nombre 
des globules rouges, il est facile de calculer le nombre de spiro- 
chétes. Mais cette méthode est sujelte & des erreurs importantes. 
Comme nous utilisons le plasma pour nos expériences, il est néces- 
saire de centrifuger le sang pour le débarrasser des globules 
rouges. Une premicre erreur résulte du volume globulaire enlevé; 
d’autre part, quoique les spirochétes se centrifugent difficilement, 
surtout dans un milieu d’une densité élevée, tel que le plasma, il 
faut craindre que la faible centrifugation d’une a deux minutes 
que nous sommes obligés de faire subir au sang, entraine un cer- 
lain nombre de spirochétes avec les globules, le plasma s’appau- 
yrissant ainsi en germes. Le nombre des spirochetes trouvés par 
celle méthode serait trop élevé. 

La deuxi¢éme méthode que nous avons constamment ulilisée pour 
ces expériences est Ja numération directe des germes sur fond noir 
i Vaide du compte-globules de Thoma. Pour avoir les spirochétes 
visiblement, nous avons procédé de la facon suivante : une fois 
le liquide contenant les spirochétes déposé sur le réseau du 
compte-globules, on couvre l’appareil non pas avec une lamelle, 
mais avec une lame porte-objet de |’épaisseur de 1 mm. environ. 
On maintient le contact des deux plaques par deux élastiques 
posés aux deux extrémités. Ensuite, l’appareil est retourné de 
telle sorte que la lame couvre-objet est placée contre le condensateur 
lorique de Stiassnie, enduit, comme toujours, (Vhuile de cédre. 
L’épaisseur considérable de la lame porte-objet du comple-glo- 
bules, environ 3 mm., ne permet pas un réglage suffisant, le foyer 
du condensateur se trouvant environ a 1,0 mm.-1,1 mm. au-dessus 
de Ja surface supérieure de l’appareil. En utilisant Vobjectif n° 4 
et loculaire n° 6 de Stiassnie, on arrive facilement a compter les 
germes. Il est préférable duliliser un liquide assez pauvre en 
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spirochetes, par exemple le plasma dilué a 1 p. 100, et de compter 
lous les carrés de l’appareil, en recommencant trois fois lopé- 
ration. Comme exemple, voici les résultats du dénombrement des 
germes, dans un méme échantillon de sang, par ces deux méthodes. 
La premiére nous donne 149.000.000 et Ja deuxiéme 80.000.000. 

Les inoculations ont été faites toujours par voie intrapéritonéale 
et les dilutions du plasma dans le liquide de Tyrode citraté pra- 
liquées de telle facon que les injections ont toujours été de 1 ¢. ¢., 
sauf pour le premier cobaye de Ja premiere expérience. Pour pré- 
parer Jes dilutions, nous avons utilisé chaque fois une pipette 
propre pour passer d’une dilution de plasma a J’autre. 


Expérrence n° 1, faite le 8 mars 1941. — Le plasma de cobaye dilué 
i 1 p. 9 contient 5.690.000 spirochétes par centimétre cube. 

Cobaye n° 87/81, de 420 g., est inoculé avec 10 c.c. de ce liquide, 
soit 56.900.000 spirochétes. Quarante-huit heures aprés inoculation, 
lVanimal présente des germes dans le sang. 

Cobaye n° 76/4, de 340 ¢., recoit 1 c.c. de ce plasma dilué, soit 
5.690.000 spirochétes. Il contracte la maladie en trois jours. 


[XPERIENCE N° 3, faite le 20 mars 1941. — Le plasma du cobaye infecté 
contient 214.290.000 spirochetes par centimétre cube. 

Cobaye n° 16/71, de 320 g., recoit 1/10 de centimétre cube de ce 
plasma, soit 21.429.000 spirochétes. Cet animal présente une infection 
lypique quarante-huit heures plus tard. 

Cobaye n° 16/79, de 370 g., recoit 1/100 de centimetre cube de ce 
plasma, soit 2.142.900 spirochetes. 

Cobaye n° 15/386, de 410 g., recoit 1/1.000 de centimétre cube de ce 
plasma, soit 214.290 spirochétes. Ces deux derniers animaux s infectent 
en trois jours. 


ExprrieNcE N° 7, du 1 avril 1941. — Le plasma du cobaye contient 
149.800.000 spirochétes par centimétre cube. 

Cobaye n° 79/35, de 370 g., recoit 1/100 de centimétre cube de ce 
plasma, soit 1.498.000 spirochétes, et, 4 partir du 4 avril, l’animal pré- 
sente des spirochétes dans le sang. 

Cobaye n° 10/82, de 350 g., recoit 1/1.000 de centimétre cube de ce 
plasma, soit 149.800 spirochétes. Il est malade quatre jours plus tard. 

Cobaye n° 79/43, de 330 g., recoit 1/10.000 de centimétre cube de ce 
plasma, soit 14.980 spirochétes. Il contracte la spirochétose le 6 avril. 


Expérience N° 14, du 9 avril 1941. — Le plasma du cobaye contient 
86.400.000 spirochétes par centimétre cube. 

Cobaye n° 84/61, de 500 g., recoit 1/100.000 de centimétre cube de 
ce plasma, soit 864 spirochétes. 

Cobaye n° 95, de 450 g., recoit 1/1.000.000 de centimetre cube de ce 
plasma, soit environ 86 spirochétes. Ces 2 animaux contractent ]’infee- 
tion en cing jours. 


ExpérIENcE N° 33, du 30 mai 1941. — Le plasma du cobaye contient 
88.000.000 de spirochétes par centim¢étre cube. 
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Cobaye n° 36/94, de 500 g., recoit 1/1.000.000 de centimetre cube de 
ce plasma, soit 88 spirochétes. 

Cobaye n° 36/90, de 380 g., recoit 1/10.000.000 de centimetre cube de 
ce plasma, soit environ 8 spirochétes. Ces 2 cobayes contractent la 
spirochétose six jours plus tard. 


EXPERIENCE N° 39, du 17 juin 1941. — Le plasma du cobaye contient 
116.000.000 de spirochétes par centimétre cube. 

Cobaye n° 91/33, de 500 g., recoit 1/130.000 de centimétre cube de 
ce plasma, soit 900 spirochétes. 

Cobaye n° 91/41, de 400 g., recoit 1/1.300.000 de centimetre cube de 
ce plasma, soit 90 spirochétes. Ces 2 animaux présentent des spiro- 
chétes dans le sang 4 partir du 23 juin. 

Cobaye n° 43/41, de 400 &., recoit 1/13.000.000 de centimetre cube 
de ce plasma, soit environ 9 spirochétes ct s’infecte en sept jours. 

Cobaye n° 91/36, de 470 g., recoit 1/130.000.000 de centimétre cube 
de ce plasma ; cet animal reste indemne de toute infection ; il n’est 
pas non plus immunisé, car, réinoculé trois semaines plus tard avec 
0,1 c. ec. de sang virulent, il s’infecte normalement. 


ExpkrieNce N° 15, du 16 avril 1941. — Le plasma contient 14.400.000 
spirochétes par centimetre cube. 

Cobaye n° 28/51, de 390 g., recoit 1/100.000 de centimétre cube de 
ce plasma, soit 144 spirochétes, et, cinq jours apres, cet animal pré- 
sente une infection typique. 

Cobaye n° 90/63, de 380 g., recoit 1/1.000.000 de centimetre cube 
de ce plasma, soit 14 spirochétes ; il s’infecte en six jours. 

Cobaye n° 37/36, de 320 g., inoculé avec 1/10.000.000 de centimétre 
cube de ce plasma, soit 1 ou 2 spirochétes, présente des germes dans 
le sang sept jours aprés l’infection. 

Cobaye n° 18/22, de 300 g., inoculé avec 1/100.000.000 de centimétre 
cube, n’a jamais pris l’infection. Réinoculé trois semaines plus tard 
avec 0,1 c. c. de sang virulent, cet animal s’est montré non immunisé 
et il a contracté la spirochétose en méme temps que les animaux 
témoins. 


L’évolution de la maladie chez les animaux inoculés avee des 
doses différentes est sensiblement la méme que la maladie provo- 
quée soit par 1 c.c., soit par 1/10.000.000 de centimetre cube. 
Ce qui varie, c’est la période d’incubation. ; ft 

On peut tirer deux conclusions de cette premiere serie d’expeé- 
riences : 1° quand on s’adresse aux spirochétes contenus dans le 
sang des cobayes infectés par les tiques, 1 suffit de quelques 
spirochetes, et trés probablement dun seul pour infecter un 
cobaye neuf ; 2° au moment de acces chez le cobaye, il n’existe 
pas dans le sang d’autres éléments spirochétiens que les formes 
spiralées typiques parce que, premicrement, quand on inocule 
des doses de sang qui ne contiennent pas stirement des éléments 
spiralés, inoculation reste sans résultat. La virulence est liée ici 
a la présence des formes spirochétiennes typiques. 

Deuxiémement, quand les doses inoculées ne provoquent pas 
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dinfection, les animaux ne présentent pas non plus la moindre 
immunité acquise, tout comme s’ils n’avaient pas recu de virus. 
Nous sommes done obligés d’admettre qu’a ce moment le virus 
existe uniquement sous forme d’éléments spiralés typiques. 

Nous avons éludié ensuite la virulence du sang du cobaye entre 
deux accés quand on ne trouve pas de spirochétes dans le sang. 
Nous avons utilisé, pour ces inoculations, la méme technique que 
pour nolre premicre série d’expériences. 


EXPERIENCE N° 5. — Le 4 mars 1941, le cobaye 91/483, de 400 g., a été 
infeclé par piqtre d’un seul Ornithodorus erraticus. L’animal présente 
de rares spirochetes le 7 mars, trois jours aprés la piqtre. Le premier 
acces dure jusqu’au 16 mars, date a laquelle le cobaye présente une 
rémission apparente pendant un jour. Le deuxiéme acces dure du 17 
au 19. Les trois jours suivants, les 20, 21 et 22 mars, le cobaye ne 
présente pas de spirochétes dans le sang. Le 23 mars, il fait encore une 
nouvelle rechute qui dure trois jours, ensuite l’animal guérit défini- 
tivement. La prise de sang est faite le 21 mars. La recherche des spiro- 
chétes sur fond noir dans le sang et dans Je plasma séparé des globules 
rouges ne nous permet pas de trouver le moindre spirochéte. Le 21 mars, 
on inocule 3 cobayes. 

Cobaye n° 0/37, de 410 ¢ 
le 26 mars. 

Cobaye n° 14/91, de 390 g., recoit 1/10 de centimetre cube de ce 
plasma ; il a contracté la spirochétose le 27 mars. 

Cobaye n° 88, de 350 g., recoit 1/100 de centimétre cube de ce plasma. 
Il reste indemne de toute infection. 


., avec 1 c.c. de ce plasma. Il est infecté 


EXPERIENCE N° 25, faite le 10 avril 1941. — On infecte le cobaye n° 64 
par piqtre d’une seule tique, Ornithodorus erraticus. Il présente des 
spirochétes dans le sang cinq jours plus tard, le 15 avril 1941. Premiére 
apyrexie le 19 avril, la rémission ne dure qu’un seul jour. La deuxiéme 
rémission a été constatée le 28 avril. On fait la prise de sang le 29 avril. 
A cette date, la recherche des spirochétes sur fond noir dans le sang 
frais et dans le culot de centrifugation du plasma reste négative. On 
inocule 3 cobayes. 

Cobaye n° 81/29, de 480 g., recoit 1/100 de centimetre cube de plasma; 
ii s’infecte six jours plus tard. 

Cobaye n° 4, de 540 g., recoit 1/300 de centimetre cube de plasma. 

Cobaye n° 8, de 420 g., recoit 1/1.000 de centimétre cube de ce 
plasma. Ces deux derniers animaux restent indemnes de toute infec- 
tion. Le 19 mai 1941, vingt jours aprés linfection, ils sont réinoculés 
avec 0,1 c. c. de sang virulent et contractent la spirochétose en quarante- 
huit heures comme les témoins. Ils ne sont donc pas immunisés. 


ConcLustons. — 1° Les spirochétes contenus dans le sang de 
cobayes infectés avec le Sp. hispanica par piqtres de tiques sont 
dune trés grande virulence, et probablement un seul germe suffit 
pour infecter un animal neuf. 1/10.000.000 de centimétre cube de 
plasma des cobayes malades infecte strement l’animal. 

2° Il existe pas, au moment de l’accés, dans le sang des 
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cobayes infeclés de Sp. hispanica, d’autre forme spirochétienne 
que les formes spiralées typiques. 

3° En dehors de laccés, quand on ne trouve pas de spirochetes, 
le sang est beaucoup moins virulent. Pour infecter l’animal, il 
faut Vinoculer avee des doses 100.000 ou 1.000.000 de fois plus 
fortes. 

4° Sans préjuger de la forme sous laquelle se trouvent les 
germes a ce moment dans le sang, ils présentent probablement la 
méme virulence qu’au moment de l’accés. Nous n’avons aucune 
raison de croire le contraire. I] existerait done dans le sang, en 
dehors de l’aceés, chez les cobayes infectés par Sp. hispanica, de 
10 a 100 éléments spirochéuens dans 1 ¢.c¢. ou 1 germe dans 
10 ou 100 mm* de sang, au lieu de 1.000.000 ou 10.000.000 au 
moment de V’acces. Il est facile d’imaginer quelles difficultés pré- 
sente la recherche des 10 ou des 100 éléments dans 1 c.c. de 
sang, que ce soit a examen direct ou aprés coloration. 

5° Nous voulons attirer ici l’attention sur la difficulté d’inter- 
prétation des diverses formes alypiques qu’on trouve parfois en 
quantité considérable, aprés imprégnation métallique, dans le sang 
des cobayes infectés par le spirochéte espagnol. Elles ne rappel- 
lent les spirochétes typiques que de trés loin et les auteurs qui 
les identifient avee les éléments spirochétiens se prononcent sams 
aulre preuve que Ja réduction du nitrate d’argent. 


CULTURE DU SPIROCHETE DE LA POULE (’) 


par V. CHORINE. 


(Institut Pasteur.) 


La culture des spirochetes de la poule a été obtenue pour la 
premiére fois par Noguchi en 1912 dans le liquide d’ascite ou le 
sérum dilué, additionné d’un morceau d’organe (1). Danulesco, 
en 1913, apres avoir répété les expériences de Noguchi conclut 
que les cultures faites suivant cette méthode ne sont jamais tres 
riches, elles sont difficiles & obtenir et encore plus difficiles a 
entretenir (2). En 1919, Ungermann a réussi a cultiver ces germes 
dans le sérum frais de lapin dilué dans le liquide de Ringer et 
chauffé juste avant utilisation & 58-60° pendant trente minutes (3). 
Ce procédé n’a pas donné des résultats bien constants entre les 
mains de divers travailleurs cl nous n’avons jamais pu réussir a 
isoler les spirochétes de la poule directement dans ce milieu. 
Galloway, en 1925, a proposé un milieu plus complexe pour les 
cullures de S. gallinarum et de spirochétes sanguicoles de 
Vhomme (4). En 1931, en collaboration avec M. Marchoux, nous 
avons préparé un milieu dans lequel le spirochéte de la poule se 
cullive facilement a4 la température de 37° et ott les germes gar- 
dent leur virulence aprés de nombreux passages. I est composé 
de sérum de lapin ou de cheval dilué au 1/5 ou au 1/10 dans 
VYeau physiologique additionnée de glycogéne et de peptone. Le 
mélange est réparti dans des tubes contenant un peu de blane 
doeuf coagulé (5). Landauer a étudié les divers composants de 
ce milieu (6). Tous les auteurs utilisent ?huile de paraffine pour 
réaliser une anaérobiose partielle. 

Ayant repris derni¢rement l'étude des spirochétes de Ja poule, 
nous avons pu simplifier sensiblement le milieu, qui ecependant 


(*) Communication présentée & la séance du 1 octobre 1942 de 
Association des Microbiologistes de Langue Francaise. 

(1) H. Noeucui, J. exp. Med., 1912, 46, 620. 

(2) V. Danunesco, C. R. Soc. Biol., 1913, 74, 369. 

(83) E. Uncermann, Arb. Kaiserl. Gesundheits., 1918, 54, 114. 

(4) J. A. Gattovay, C. R. Soc. Btol., 1925, 93, 1074. 

(5) E. Marcuoux et V. Caorins, C. R. Soc. Biol., 1931, 106, 1125 ; 
Ces Annales, 1933, 54, 477. 

(6) E. Lanpaurr, ces Annales, 1931, 47, 667. 
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permet une culture plus riche et d’un entreticn plus facile que par 
les autres procédés. 
Voici sa composition : 


Eau peplonés a 5 p. 1.000 stériliséce . . . . . 
Sérum frais de lapin non chauffé 


PREPARATION DE L’ EAU PEPTONEE 


A 1 litre d’eau salée & 7,5 g. de NaCl pour 1.000, préparée avec de 
eau bidistillée, on ajoute 5 g. de peptone Chapoteau. On fait bouillir 
pendant cing minutes pour faire dissoudre la peptone. Apres refroi- 
dissement on ajuste le pH a 7,4-7,5 et on porte A l’autoclave A 120° 
pendant dix minutes. On filtre le liquide & chaud, on Je répartit en 
ballons & raison de 150 c. c. par ballon ct on stérilise 2 Vautoclave 
& 115° pendant vingt minutes. 


Pour économiser le milieu, Je mélange est réparti dans des 
lubes étroits de 8 mm. de diamétre ct de 18 cm. de hauteur a 
raison de 2,5-3,0 c. c. par tube. La slérilité du milieu est vérifiée 
3’ Vétuve a 37° pendant vingt-quatre heures. Ensuite, on couvre 
le milieu avec une couche d’huile de paraffine stérile de 1 cm. 
de hauteur et on remet les tubes encore une fois a |’étuve pendant 
vingt-quatre heures. Le milieu gardé a la glaciére a la tempé- 
rature de + 4° conserve ses propriétés nutrilives intactes pen- 
dant un mois environ. 


Sanc FRAIs. — Au moment de lensemencement, 1] faudrait 
ajouter quelques gouttes de sang frais défibriné, mais nous avons 
remplacé le sang défibriné par le sang laqué et filtré sur bougie. 
On le prépare ainsi : du sang de cobaye pris par ponction car- 
diaque est mesuré dans la seringue. Aprés avoir défibriné le sang 
dans un ballon a perles, on ajoute 2 volumes d’eau bidistillée et 
on agite pendant quelques minutes. Deux heures plus tard on 
ajoule au sang laqué une solution de NaC] 4 10 p. 100 a raison 
de 1/10 du volume d’eau bidistillée, pour rétablir la concentration 
moléculaire au voisinage de celle du sang. On agite le ballon 
pendant cing minutes et on centrifuge le sang laqué A une forte 
vitesse, 6 A 8.000 tours-minute, pendant vingt minutes. Le liquide 
surnageant clair est filtré a travers une bougic Chamberland L 2 
ou L3. Ce produit, conservé a la glaciere, est utilisable pendant 
une dizaine de jours. Au moment de |’ensemencement on Vajoute 
au milieu, a raison d’une partie de sang laqué pour 10 parties 
de milieu, dans notre cas 0,25 c. c. par tube. Pour homogeneéiser 
le milieu on le mélange en l’aspirant et le refoulant deux ou trois 
fois avec une pipette Pasteur. ; 

Le pH de ce milieu récemment prépare est aux environs de 7,8- 
§,0; avec le temps il s’alealinise et, au bout de quelques jours, 
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le pH devient égal a 8,6-8,8, L’addition du sang laqué fait baisser 
légérement le pH qui varie entre 8,5-8,6. Apres l’ensemencement, 
le milieu s’acidifie peu a peu; sept jours plus tard le pH est 
de 7,9-8,0, douze 4 quatorze jours aprés le début de la culture 
il est de 7,25-7,35. A partir de ce moment le milieu subit a nou- 
veau une alcalinisation progressive pour se stabiliser définitive- 
ment au bout de trenle a quarante jours 4 pH 7,9-8,0. 
La température optima est de 28-29°. 


IsoLEMENT ET REPIQUAGES. — L’isolement a partir du sang de 
poule est facile en ensemencant III 4 V gouttes de sérum de sang 
défibriné et débarrassé des globules rouges par centrifugation a 
une faible vitesse, insuffisante pour déposer les spirochétes. D’une 
facon générale, le développement des spirochétes est beaucoup 
plus rapide quand ils sont récemment isolés du sang des animaux 
malades ; pour celte raison, il est nécessaire de faire les trois ou 
quatre premiers repiquages tous les trois ou quatre jours. Ensuite 
les germes poussent plus lentement, et pour avoir des cultures 
riches il suffit de faire les passages suivants 4a Vintervalle de six 
a’ sept jours. Les germes sont surtout abondants au fond des 
lubes, les couches superficielles en sont beaucoup plus pauvres. 
Sauf pour les premiers passages, le maximum de développement 
est atteint & 29° vers le septi¢me au dixiéme jour. Ensuite, les 
cullures commencent a péricliter ; cependant on trouve fréquem- 
ment des germes vivants et repiquables au bout de trois semaines. 


ACTION DE L’OXYGENE DE L’AIR. — Une certaine tension d’oxygéne 
est nécessaire pour que le développement des spirochétes soit 
possible. On réalise cette condition en couvrant le milieu avec 
Vhuile de paraffine. Quand on fait un vide poussé ou quand on 
remplace Vair par lazote pur, la culture est complétement arrétée. 
Quand les ensemencements sont faits dans des tubes étroits, comme 
ceux que nous avons utilisés au cours de ces expériences, l’huile 
de paraffine n’est pas absolument nécessaire. La surface de 
contact du milieu avec l’atmospheére est assez faible et loxygéne 
de lair se dissout en quantité trop faible pour empécher le déve- 
loppement des spirochétes. Cependant les cultures sans huile de 
paraffine sont plus pauvres que celles couvertes avec Vhuile. Quand 
on emploie des tubes de diamétre plus large, la méthode de Hall 
— tubes étranglés avec une bille de verre placée sur |’étrangle- 
ment — permet les cultures des spirochétes tout aussi riches que 
dans le milieu couvert avec Vhuile de paraffine. La bille de verre 
nest pas utile quand l’étranglement est assez étroit. 


Virutence. — La culture a été isolée le 20 mai 1941, a partir 
dune poule infectée par piqtres d’argas. Quatorze mois plus tard, 
la culture est & son 60° passage. Une poule pesant 840 g., inoculée 
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avec 1,5 c. c. de cette culture Agée de cing jours a présenté une 
spirochétose typique le troisiéme jour avec un tres grand nombre 
de germes spiralés dans le sang. Elle est morte le cinquieme jour. 

Nous ne citerons pas d’aulres expériences d’inoculation des 
cultures, car, d’une part, elles se rapportent aux cultures avec 
un nombre de passages moins grand et, d’autre part, les résultats 
obtenus ont été comparables. 


CoNCLUSIONS. 


Un milieu composé de sérum de lapin non chauffé, dilué a 
1 p. 5 dans eau peptonée a 5 p. 100, additionné de sang laqué 
et couvert d’huile de paraffine convient trés bien pour la culture 
du spirochéte des poules. Ce milieu présente sur les autres décrils 
précédemment par les divers auteurs l’avantage d’étre d'une com- 
position trés simple et de permettre un isolement et un entretien 
tres faciles des cultures des spirochétes de la poule. Les germes 
restent pathogénes pour la poule quatorze mois au moins apres 
Visolement. 


MUTATIONS ADDITIVES DE MORAXELLA LWOFF/ 


par Arice AUDUREAU. 


(Service de Phystologie microbienne de VInstitut Pasteur.) 


Moraxella Lwof/t se mulliphe dans un milieu synthétique simple 
ou la nutrition carbonée est assurée par un alcool ou un acide 
organique approprié (A. Lwoff et A. Audureau, 1941, a). Dans 
la plupart des cas, la substance carbonée assimilable permet le 
départ immédiat de Ja cullure mais, pour un petit nombre de 
corps, la multiplication des bactéries n’a lieu qu’ aprés une période 
de latence variable. Tels sont les acides succinique, fumarique, 
I-malique, glutarique et elutamique. Or, nous savons que pendant 
le temps de latence nécessaire a Vassimilation de l’acide succl- 
nique, M. Lwofft subit une transformation qui n’est aulre qu’une 
mutation (A. Lwoff et A. Audureau, 1941, b). Nous avons tenté 
de préciser la nature du phénoméne permettant la multiplication 
tardive en présence des acides glutamique et glutarique. 

Nous avons pu établir qu’il s’agit aussi de mutations, et cette 
étude nous a permis d’observer le fait suivant : les bactéries nor- 
males, tout en conservant intacts les caractéres génériques des 
Moraxella, peuvent acquérir successivement et définitivement les 
enzymes permettant lVallaque des trois acides succinique, gluta- 
rique et glutamique. Ceci montre que chaque mutant ayant acquis 
i la fois un seul de ces enzymes présente toujours vis-a-vis des 
autres acides la mutabilité propre 4 la souche normale. 

Cette mutabilité apparait alors comme un caractére fondamenta! 
de M. Lwofft. Nous allons exposer les expériences qui mettent 
ce fait en évidence. 

Au cours de ce travail, nous avons utilisé la technique suivante : 
la souche normale de M. Lwofft est cultivée en milieu synthé- 
lique, Valiment carboné étant constitué par de l’éthanol a Ja 
concentration de 1 p. 1.000 (A. Lwoff et A. Audureau, 1941, a). 
Pour étudier la nutrition carbonée des bactéries, nous centrifu- 
geons les cultures, éliminant ainsi lexcés d’éthanol; le culot de 
centrifugation est dilué dans le milieu synthétique de base 
dépourvu d’aliment carboné et la suspension obtenue ensemencée 
dans le méme milieu additionné de Vacide a étudier dans la pro- 
portion de 1 p. 1.000 et ajusté & pH 7,4. Dans ces conditions, le 
tube témoin sans aliment carboné ne donne pas de culture appré- 
ciable, celui qui contient de alcool montre une trés bonne culture 
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en vingt-quatre heures tandis que dans les tubes contenant les 
acides glutarique, succinique et glutamique la culture apparait 
respectivement aux environs des troisiéme, cinquiéme et dixiéme 
jours a 28° C. 

Toutes les expériences ont porté sur une souche de M. Lwoffi 
normale, obtenue a partir d’un seul germe isolé au moyen du 
manipulateur de de Fontbrune. Nous devons ajouter d’ailleurs 
que cette souche s’est révélée en tous points semblable a la souche 
originelle. 

Pour la commodité de l’exposé nous désignerons l’acide examiné 
par une lettre. Le signe + ou — indiquera que cet acide est utilisé 
ou non par les bactéries. 


BACTERI j 
ACIDES PScainalaat pad Se ene 

l’acide lacide 
iNREOTNONMONIIGNS 95, Seapets CAG TESA esa eget F+ 
GCap Ue aa itren are eae ee a Ge G+ 
Gluitarigneme pees. at vee ee. oa eine U+ 
MAI GUCR swisiarrete mere teemiatinn «cps cowed eee tue M+ 
SUCCINICUC epee reat ans init ee eae ee S+ 


REMARQUES PRELIMINAIRES SUR L’ UTILISATION DES ACIDES 
SUCCINIQUE, FUMARIQUE, ET [-MALIQUE. 


Rappelons tout d’abord que « Jes mutants S+ sont capables 
de se mulliplier immédiatement dans un milieu contenant les acides 
fumarique ou [-malique. Ils sont done en méme temps I+ et 
M+ » (A. Lwoff et A. Audureau, 1941, b). Or il est possible 
d’obtenir directement des bactéries utilisant les acides fumarique 
ou I-malique sans les cultiver au préalable en présence d’acide 
succinique, et il y avait lieu de se demander si les mutants ainsi 
isolés étaient capables d’assimiler immédiatement l’acide succi- 
nique. 

Si l’on ensemence I goutte de la souche N (normale) agée de 
vingt-quatre heures dans un tube de milieu synthétique contenant 
de l’acide fumarique ou /-malique comme aliment carboné, on 
obtient une culture abondante aprés une phase négative d’une 
dizaine de jours a 28°. Un mutant capable dutiliser acide fuma- 
rique ou l’acide Lmalique est done apparu au bout de huit jours 
environ. (Nous savons que l’apparition d’une culture obtenue a 
partir d’une seule bactérie demande deux jours. Pour avoir le 
temps nécessaire a la formation d’une mutation, il convient donc 
de retrancher deux jours de la période de latence observée.) 
Nous avons purifié ces deux souches F+ et M+ par repiquages 
quotidiens. Nous avons étudié leur comportement vis-a-vis des 
acides succinique, fumarique et I-malique, et nous avons constate 
que les bactéries F+ se mulliplient immédiatement en présence 
des acides succinique et I-malique et les bactéries M+ en 
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présence des acides succinique et fumarique. Elles sont a la 
fois S+, F+ et M+ ; les trois caractéres sont donc acquis en 
méme temps. Il semble que le pouvoir d’utiliser ces trois acides 
soit lé a la présence d’un seul enzyme. Désormais, lorsque nous 
dirons qu'une bactérie assimile Pun de ces trois acides, il sera 
entendu quelle assimile également les deux autres. 


MUTANT UTILISANT LE GLUTARATE (U+). 


Nous avons vu précédemment que la souche normale de 
Moraxella Lwoffi, issue dune seule bactérie n’utilise pas immé- 
diatement Vacide glutarique comme aliment carboné. La multi- 
plication ne commence qu’aprés une période de latence variable 
avec la température. Elle est de trois jours environ a 28° et atteint 
sept jours en moyenne a 39°. 

Le pouvoir d’utilisation de Vacide glutarique apparait sponta- 
nément dans les cultures en V’absence de cet acide et nous avons 
pu mettre en évidence Vexistence de rares bactéries U+ dans la 
souche normale cullivée 4 28° dans le milieu a base d’éthanol et 
n’ayant jamais élé mise en présence d’acide glutarique. Nous 
avons employé pour cela des cultures sur milieux solides. On 
eélose le milieu synthétique a 2 p. 100, aprés lavage trés soigneux 
de la gélose, et on y incorpore ’aliment carboné choisi, glutarate 
ou éthanol, en proportion convenable. Le milieu est ensuite coulé 
dans des tubes de Legroux. 

Une culture de la souche N en milieu & base d’éthanol, agée 
de trois jours, est centrifugée et lavée pour éliminer l’aliment car- 
boné. Elle est ensuite diluée et une numération indique le nombre 
de germes contenus dans | c. c. de Ja suspension. On ensemence 
une plaque de gélose a l’éthanol qui sert de témoin, et une série 
de plaques au glutarate avec 1/10 de centimétre cube de la sus- 
pension de bactéries. 

Dans deux séries d’expériences, les tubes de Legroux ont été 
mis a |’étuve a 28°. Au bout de vingt-quatre heures les colonies, 
sur le témoin contenant de l’éthanol, étaient trés nombreuses et 
bien développées. Les colonies adaptées au glutarate sont appa- 
rues sur la gélose au glutarate aux deuxiéme et troisi¢me jours. 
On a pu les compter facilement et constater qu'il y avait une bac- 
lerie U+ pour 100.000 bactéries N environ. 

Dans une aulre expérience, les tubes de Legroux mis a |]’étuve 
i 87° aprés ensemencement ont indiqué la méme proportion de 
bactéries U+. 

Dans une troisiéme expérience, une série de tubes a été mise A 
Véluve & 28° tandis qu'une autre était cultivée A 39°. (Les muta- 
lions U+ a partir des bactéries N ensemencées ne se produisent 
qu’en sept jours en moyenne a 39°. Les colonies apparaissant sur 
la gélose-glutarate pendant les trois premiers jours de la culture 
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correspondent done bien aux bactéries U+ existant dans la 
souche N avant l’ensemencement.) Apres trois jours de culture, 
les colonies adaptées au glularale étaient bien développées et on 
obtenait les chiffres suivants : 1 bactérie U4 pour 380.000 bac- 
téries N pour la série & 28°; 1 bactérie U+ pour 340.000 bacté- 
ries N pour la série 4 39°. 

Ces différentes expériences ont done donné des chilfres tout 
a fait comparables, soit 1 bactérie U+ pour 100.000 a 300.000 
bactéries N. Dans les mémes condilions, nous avions trouvé que 
la souche N contenait 1 bactérie S+ seulement pour 100 a 
600 millions de bactéries normales. La transformation N->U+ 
est done beaucoup plus fréquente que la transformation N->S4. 
La période de latence beaucoup plus courte (trois jours au licu 
de cing) le faisait déja présumer. 

I] est possible d’étudier la nutrition carbonée du mutant Gem 
Pour cela il faut disposer d’une souche pure, exemple de bacté- 
ries N, et bien fixée, c’est-a-dire dont toutes les bactéries posse- 
dent le pouvoir d’utiliser le glularate comme seule source de 
carbone. On peut oblenir facilement une telle souche. I goutte 
dune culture du mutant U+ obtenu est ensemencée sur une 
plaque de gélose au glutarate de facon a obtenir des colonies 
isolées. On fait un certain nombre de passages sur gélose en 
parlant a chaque fois dune seule colonie et on obtient assez rapi- 
dement une souche U+ stable et pure. Celle souche cultivée 
pendant plusieurs mois dans un milicu dépourvu de glutarate reste 
toujours capable de Vassimiler. Au cours de ces isolements nous 
avons retrouvé un phénoméne autrefois signalé par Penfold pour 
le coli mulabile. Lorsqu’on repique une colonie venant de muter, 
on oblient rarement une culture pure de bactéries U+, assez sou- 
vent un mélange de colonies U+ et U—. Ces derniéres sont trés 
plates, transparentes, facilement reconnaissables ; les bactéries s'y 
multiplient peul-étre aux dépens des impurelés du milieu. Mais 
tres fréquemment on n’oblient aucune colonie U+. Ce phénoméne 
encore inexplicable a élé observé un tres grand nombre de fois. 

Lorsque la souche est pure, il est possible d’étudier ses carac- 
teres et l’on constate qu’elle utilise l’éthanol et Je glutarate mais 
ne se multiplic pas immédiatement en présence des acides succl- 
nique et glutamique. Elle a done eardé les caracleres de la souche 
normale ct ne's’en dislingue que par son aptitude a utiliser acide 
elularique. 


MUTANT UTILISANT L’ACIDE GLUTAMIQUE (G+). 


Si l’on ensemence I goutte d’une suspension de bactéries N dans 
le milieu synthétique a base d’acide glulamique on n observe 
aucune multiplication pendant dix jours environ a 28°. Puis, ae 
quement, une culture apparait, les bactéries utilisent alors le 
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glutamate comme seule source de carbone. Le phénomeéne est en 
lous points semblable a celut qui a déja élé observé en présence 
(acide suecinique et d’acide isight Nous avons cherché a 
savoir sil apparaissait des mutants G+ dans les cultures en 
milieu a base d’éthanol en absence de toute ‘trace d’acide gluta- 
muique. Les ensemencements de la souche N sur le milieu gélosé 
contenant du glutamate comme seul aliment carboné, analogues 
& ceux que nous avions faits pour l’élude des mutants S+ 
el U+, nont pas permis de mettre en évidence |’existence de ces 
mutants. Des expériences répélées sont restées négatives et medi- 
quent qu “il existe moins dune bactérie G+ pour 2 milhards de 
bactéries N dans des cultures en ¢éthanol agées de dix a vingt 
jours. 

Nous devions alors nous demander s‘il s’agissait bien dune 
mulation et non pas plutot d’une adaptation. Certains caracleres 
de ja transformation N-»>G+ nous conduisent & penser qu il 
s’agit bien d’une mutation. 

Tout dabord, le phénoméne produisant la transformation 
N-—>G+ se traduit sur les plaques de gélose de la méme facon 
que les mutations N—>S+ ou N->+U+. Lorsqu’on ensemence 
sur gélose au succinate ou au glularate des bactéries N, on voit 
apparaitre, dans les jours qui suivent, de petites colonies trans- 
parentes et bleutées, aux bords aplatis déja signalées. Dans ces 
colonies, que nous appellerons primaires, les bactéries vivent aux 
dépens des impuretés contenues dans la g@élose. Puis, au bout de 
quelques jours, correspondant au temps de latence observé dans 
les expériences en milieu liquide, des colomes secondaires appa- 
rarssent sur quelques-unes des colonies primaires et en un point 
trés limité. Elles sont blanches, opaques et deviennent rapidement 
luxuriantes envahissant toute la colonie primaire sous-jacente. 
Cet aspect des colonies secondaires a déja été décrit par Lewis 
pour E. coli mutabile et par Parr et Simpson pour une mutation 
de E. coli utilisant Vacide citrique. Or la transformation N->G + 
sur gélose affecte exactement le méme aspect, ce qui est en faveur 
(une similitude du phénomene. 

D’autre part, Vinfluence de la température s’exerce de la méme 
facon. Lorsqu’on augmente la température, le temps de latence 
aia la transformation N->G+ augmente. A 28° il est de 
dix jours, 4 39° de vingt jours environ. 

enfin une souche de bactéries G+ isolée par la méthode décrite 
pour Ja mutation U+ et cultivée eat plusieurs mois en milieu 
contenant de l’éthanol comme seule source de carbone conserve 
toujours le pouvow d’assimiler le glutamate, et cela chez tous 
les germes. On peut s’en rendre compte en ensemencant une 
dilution convenable de bactéries sur des plaques de gélose, les 
unes a base d’éthanol, les autres a base de glutamate : on constate 
quwil s’y développe Je méme nombre de colonies. 
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Jo. 


Tout ceci nous conduit 2 penser que la transformation N->G+ 
est de méme nature que Jes transformations N->S+ et N-> U4. 
L’extréme rareté des mutants G+ dans la souche N cultivée en 
milieu a base d’éthanol concorde avec la longue période de latence 
précédant le début du développement en présence de glutamate. 

Nous avons ¢ludié 15 souches G+ purifiées par des passages 
successifs — 40 & 50 — sur eélose au glutamate. Elles se sont 
montrées toutes semblables et leurs caractéres sont restés parfai- 
tement stables. Elles utilisent l’éthanol et le glutamate et ne se 
mulliphient pas immédiatement en présence d’acide succinique et 
dacide glutarique. 


CoMPORTEMENT DES MUTANTS S+., U+, G+. 


Les mutants 5+, U+ et G+ isolés par passages sur milicux 
synthétiques gélosés, présentent, avons-nous dit, des caractéres 
parfaitement stables, persistant aprés plusieurs mois de culture 
en milieu a base d’éthanol et en Vabsence des substrats corres- 
pondants (tableau 1). Chacun des mutants a acquis une nouvelle 
propriété foul en conservant les caractéristiques de la souche int- 
tiale N. 


TasLeau |. — Nutrition carbonée des mutations simples 
de Moraxella Lwoff. 


ETHANOL | SUCCINATE | FUMARATE IMA LATE | GLUTARATE GLUTAMATE 


5.6 0 
tar: =F 
0 
0 


i 
+ 
+ 


Or, si l'on ensemence des hactéries S+, U+ ou G+ dans des 
tubes contenant le milieu synthétique additionné d’une des sub- 
stances non assimilées on s’apercoit qu’aprés une période néga- 
live variable des cullures s’y développent. Elles deviennent rapi- 
dement tres abondantes et peuvent étre repiquées en série sur le 
méme milieu. 

On isole alors les nouvelles variétés de Moraxella jusqu’a obten- 
lion de souches pures. La pureté des souches peut étre apprécice 
par culture sur gélose. On ensemence I goulte dune culture 
préalablement centrifugée, puis diluée, sur des plaques de gélose 
contenant Vune de l’éthanol, autre la substance correspondant 
4 la mutation I (S, U ou G) et la troisi¢me, Vacide nouvellement 
assimilé ; ainsi une souche dérivée de la mutation U+ et se multi- 
plant en succinate (US) sera ensemencée sur gélose-éthanol, 
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vélose-glutarate et gélose-succinate. On constate, lorsque la souche 
est pure, qu’il apparait le méme nombre de colonies sur les trois 
milieux. 

Les variélés formées aprés la deuxiéme mutation étant isolées, 
on étudie leur nutrition carbonée (tableau IJ). Elles présentent 
deux enzymes de plus que la souche normale, la seconde mutation 
s'ajoutant simplement a la premiére. Ainsi une souche S+ don- 
nera les mutants SU ou SG; la souche U+, les mutants UG 
ou US; la souche G+, les mutants GS ou GU. Ces divers mutants 
sont semblables entre eux deux a deux. Les souches SU et US, 
SG et GS, UG et GU ne different que par Vordre dans lequel les 
enzymes sont apparus. 


TasLeau Il. — Nutrition carbonée des mutations additives 
de Moraxella Lwoff. 


VARIETES ETHANOL | SUCCINATE | FUMARATE I-MALATE -| GLUTARATE GLUTAMATE 
Spe a + + + ao 0 
SG... + ~ + + 0 + 
UG. a 0 0 0 =f He 
US a + + + +: 0 
GS . ~ + - 4 0 + 
GU. ae 0 0 0 + ae 
SUG ae Se = + + + 


Toules ces mutations se formant dans les mémes conditions, 
nous nous contenterons d’en étudier une seule en détail. 

Mutation US. — Nous avons jusqu’a maintenant utilisé le terme 
de mutation pour désigner les variations définilives que subissent 
les souches G+, U+, S+. Ils ‘agit bien en effet d’un phénoméne 
analogue a celui que nous avons déja décrit au sujet des transfor- 
mations N—>G, N—>S, etc... Si nous examinons une souche U + 
cultivée dans le milicu synthétique & base de glutarate et n’ayant 
jamais 6lé mise en présence de succinate, nous constatons qu’elle 
présente spontanément des bactéries capables d’assimiler le succi- 
nate. Ces bactéries sont trés rares, on trouve une bactérie US pour 
20.000.000 de bactéries U+ dans une souche U+ cultivée a 28° 
el agée de trois jours. La présence du succinate mWintervient done 
pas dans cette transformation. L’apparition du caractére S+ 
natfecte pas les autres propriétés de la bactérie et i] se transmet 
de génération en eénération en Vabsence compléte de succinate. 


COMPORTEMENT DES VARIETES OBTENUES APRES DEUX MUTATIONS. 


Si nous, nous reportons au tableau II, nous constatons que 
chacune des nouvelles variélés isolées ne se multiple pas en pré- 
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sence d'un des acides organiques de la série étudiée; par exemple, 
Ja souche US ne se multiplie pas en présence de glutamate. Mais 
si des bactéries US sont laissées dans un milieu contenant du 
glutamate, on observe l’apparition d’une culture aprés plusieurs 
jours de latence. C’est qu’un nouveau mutant est apparu assimi- 
lant dés lors tous Ics acides étudiés. I] en est de méme pour toutes 
les autres variétés SG, GU, etc., et l’on est alors en présence de 
souches de Moraxella toutes semblables entre elles, et assimilant 
les cing acides organiques non attaqués par la souche initiale 
(tableau IH). Ces mutations, comme les précédentes, sont tout a 
fait stables.’ Nous avons entretenu une souche USG pendant quatre 
mois dans le milien synthétique contenant du glutamate comme 
seul aliment carboné. Au bout de ce temps, elle avait gardé tous 
ses caracléres, aucun des enzymes acquis par mutation n/’avait 
disparu en Pabsence des substrals correspondants. 


Discussion. 


On a montré que la transformation N->S+ est une mutation 
(A. Lwoff et A. Audureau, 1941, 6). Les variations que nous 
venons d’étudier nous semblent ressortir au méme phénomence. 
La rapidité de l’établissement de la culture aprés une longue 
phase négative, apparition de la variation en |’absence du sub- 
strat correspondant et la persistance du caractére acquis dans la 
descendance, a travers de multiples générations et en labsence 
de ce substrat, sont en faveur de Vhypothése mutation. 

Si la variation héréditaire des bactéries est un fait admis. main- 
tenant par la plupart des auteurs, le mécanisme de sa production 
est toujours inconnu. I] n’est pas certain que le terme de « muta- 
tion » utilisé en bactériologie représente un phénomeéne corres- 
pondant 4 celui qu’on étudie en génétique animale et végétale. 
Les travaux cytologiques, ceux de Lindegren en particulier, n'ont 
pu encore prouver |’existence de chromosomes chez les bactéries. 
Mais |’existence d’organites homologues aux genes semble cepen- 
dant théoriquement probable. 

Les phénoménes d’acquisition de fonction ont été pendant long- 
temps considérés comme des phénoménes trés rares. Il semble, 
au contraire, d’aprés les travaux de ces derniéres années, qu ils 
soient assez fréquents. Il faut citer, en dehors du classique 
E. coli mutabile assimilant le lactose, certains mutants de -E. col 
assimilant V’acide citrique (Parr et Simpson), les mutations de 
S. typhi assimilant Ja glycérine, la dulcite, arabinose, le rham- 
nose, le lactose (Kristensen et Henriksen), celle de S. enteritidis 
Dublin utilisant l’arabinose (Ikristensen). Les mutations de 
M. Lwoffi correspondent a des acquisitions de fonction. by 

Un certain nombre de faits signalés par plusieurs autcurs méri- 
tent de retenir V’attention. Sous Vinfluence d’excitalions varices 
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bien définies comme Jes rayons X ou l’émanation du radium, ou 
inconnues comme celles quils rencontrent dans les cullures, ou 
encore par des passages in vivo, les microorganismes peuvent 
subir des variations définitives et les races ainsi oblenues par des. 
procédés divers sont semblables entre elles pour une espece 
donnée. Les travaux de Nadson en particulier ont montré que les 
rayons X et.Jes substances radio-aclives provoquent chez Saccha- 
romyces cerevisie Vapparition de « radio-races » stables diffé- 
rentes de la race iniuale mais semblables entre elles et tres proches 
de cerlaines variélés apparues spontanément dans la nature. Les 
mutants produits sous laction du froid, de la chaleur, du chloro- 
forme, du cyanure, sont identiques aux radio-races. 

Reimann a observé qu'une souche de Micrococcus telragenus 
donne également les mémes mutants dans les cultures et in vivo 
apres passages par souris. 

D’autre part, nous conslatons chez M. Lwoffi que le pouvoir 
d'acquérir certaines fonctions se reltrouve chez toutes les variétés 
issues de la souche normale. Lorsqu’une bactérie posséde un 
nouveau caractlére stable la posstbilité d’assimiler le succimate 
par exemple — elle reste capable de varier vis-i-vis des mémes 
substances que Ja souche iniliale (glultarate, glutamate); et les 
mutants respectent les mémes -composés que celle-ci (tartrate, 
citrate, glucides, etc.). 

Ces fails nous permettent de conclure, avec Penfold et avee 
Nadson, que la variation de Vorganisme vivant, sous quelque 
influence que ce soit, se fait seulement dans certaines directions 
déterminées et que celle variation est caractéristique de l’espéce, 
el nous rappellerons la remarque faite dans un mémoire précédent 
(A. Lwoff et A. Audureau, 1941, b) : « Si nous voulons faire 
intervenir Jes enzymes dans la diagnose des espéces, il faudra 
nécessairement considérer lois sortes d’enzymes : les enzymes 
constitutifs, les enzymes adaplatifs possibles et les enzymes liés. 
a apparition d’une mutation » (enzymes mutatifs). 


CoNCLUSIONS. 


1° Une souche de Morarella Lwofft obltenue par isolement d’une 
seule bactérie est susceptible, tout comme la souche normale, de 
donner des mutants capables d’utiliser les acides suecinique, glu. 
larique ou glutamique. La température la plus favorable a l’appa- 
rition des mutants est 28° C. 

2° Lorsqu’un mutant acquiert le pouvoir duliliser Vacide succi- 
nique il est aple en méme temps a assimiler les acides fumarique 
et -malique et vice versa. Le pouvoir d’uliliser les acides suecci- 
nique, fumarique et [-malique semble done lié & un seul enzyme. 

3° Chacune des variétés obtenues aprés une seule mutation, apte 
a uliliser @une facon définitive lun des acides succinique, gluta- 
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rique ou glulamique, donne & son tour des mutants capables d’assi- 
miler Pun des deux autres acides. 

4° Les variétés obtenues aprés deux mutations peuvent enfin 
donner des mutants assimilant le troisiéme acide étudié. Il est 
possible dobtenir et de sélectionner des bactéries pouvant utiliser 
les acides succinique, fumarique, L-malique, glutarique et glu- 
lamique. 
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TENEUR DU LAIT DE LA VACHE EN VITAMINE P. P. 


par Mapeterne MOREL et Jacques BARATTE. 


(Service de Physiologie microbienne de Institut Pasteur 
et Ferme expérimentale de Rennemoulin.) 


La teneur en nicotinamide du lait de vache oscille, d’apreés les 
différents auteurs, entre 0,1 et 0,5 mg. pour 100 g. On pouvail 
se demander si, chez la vache comme chez la femme (1), la richesse 
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en vilamine P, P. du lait dépendait de celle du régime alimentaire. 

Tous nos dosages ont ¢élé effectués daprés la technique sui- 
vante : 1 c. ec. de lait frais — deux heures au plus aprés la traite 
— est additionné de 4 ¢. c. d’eau hidistillée et de 1 c. ec. d’acide 
chlorhydrique pur; le mélange est porlé a 120° pendant vine 
minutes dans un tube scellé (autres méthodes d’ hydrolyse 
donnent des résullals tres inférieurs). On filtre sur fillre sans 
cendres ; une partie aliquole du filtrat est neutralisée exactement 
par la soude, amenée a une dilution de 1 p. 20 avee de l'eau 
bidistillée, puis stérilisée dans un tube scellé vingt minutes A 110°. 
Le dosage est cffeetué & Paide du test Proteus par la méthode de 
Lwoff et Querido. 


(1) Bibliographie in L. Jusrin-Besancon et A. Lworr, Vilamine anti- 
pellagreuse el Avilaminoses nicoliniques. Masson, édit., Paris, 3942. 
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_ Nolre expérience a porté sur une vache de quatre ans (race 
Schwitz) a Pétable, recevant une nourrilure de base composcée 
exclusivement de foin sec et d'une petite quantilé davoine. Apres 
neuf jours, nous avons ajoulé quolidiennement a ce régime 

1° 5 kilogrammes de son (soit 0,88 ¢. de nicotinamide) pendant 
dix jours ; 

2° 1 kilogramme de tourteaux d’arachide (soit 0,14 g. de nico- 
tinamide) pendant sept jours. 

Puis on a fait ingérer a la vache 5 @. de nicotinamide en une 
seule fois. Tous les dosages ont été effectués sur un échantillon 
de lait de la traite du matin. Toutefois, le lendemain de l’ingestion 
de vilamine P. P., nous avons pratiqué le dosage dans le lait de 
Ja traite du matin et de celle du soir; les résullals oblenus ont 
élé identiques. 

Les résultats de tous les dosages effectués sont indiqués sur la 
figure. On n’a observé aucune variation significative de la teneur 
‘du lait en vilamine P. P. en fonction du régime alimentaire. 

Nous avons suivi parallélement la teneur cn nicotinamide du 
lait moyen d’un troupeau de 25 vaches au pré (laile du matin). 
Nous avons constaté qu'elle est sensiblement constante, osecillant 
entre 0,20 et 0,23 mg. pour 100 g¢ : moyenne, 0,22. 

On peut done considérer que Ja teneur moyenne du Jait de vache 
en vitamine P. P. est de 0,22 mg. pour 100 c. c. Cette teneur ne 
semble pas varier sensiblement avec le régime, et, dans les condi- 
tions ot nous nous sommes placés, n’a pas été influenecée par 
Vabsorption de 5 g. de nicotinamide. Si Ja nicotinamide est une 
vilamine pour la vache, il reste cependant possible ct méme vrai- 
semblable qu’un régime carencé puisse entrainer 4 la longue une 
«diminution de Ja teneur du lait en vitamine P. P.; celle-ci pourrait 
également étre en rapport avec importance de Ja lactation. 


LA GENESE DE L’ACTIVITE BACTERICIDE 
DES HUILES SICCATIVES 


par G. THOMAS et P. NELIS, 


(Laboratoire de V Inspection des Pharmacies 
el Laboratoire central de Vadministration de UVhygiéne, Brucelles.) 


De nombreux auteurs, parmi lesquels i] faut citer Drigalski (1), 
Landsberg (2), Léhr et Treusch (3), se sont allachés a résoudre 
le probleme du facteur responsable de Jactivilé bactéricide de 
Vhuile de foie de morue. Ces recherches, toutefois, n'ont abouts 
qua des résultats négatifs ; en_ effet, si Pactivilé bactéricide est 
bien prouvée, aucune relation n’a pu élre élablie entre les indices 
WViode ou dacide, ou les variations des teneurs en acides gras 
non saturés ou libres, et le pouvoir bactéricide des huiles étu- 
diées. 

Lors des premiéres expériences que nous avons enlreprises sur 
ce sujet, notre allention fut atuirée par le fait que des huiles 
chaulfées dans le but d’assurer leur stérilisation, avaient un 
pouvoir bactéricide aceru. 

Nous en déduisimes qu'une cerlaine oxydaltion de ces huiles 
pouvail élre responsable de cet accroisscment., 

Des expériences syslématiques  ulléricures, dans lesquelles 
Vhuile était soumise, sous une température de 100°, a un bar- 
botage @air confirmérent les premieres constatations. 

Tout récemment, au cours méme de nos recherches, un travail 
de Sabalilsechka (4) venait corroborer nos premiers résultats. 

Cet auteur observe que des huiles de foie de morue ou de lin 
qui, fraiches, n’ont quune activité bactéricide relativement fai- 
ble, voient celle-ci s’accroitre considérablement par aulooxyda- 
lion naturelle, ou oxydation artificicllement provoquée a haute 
lempérature. 

Celle activité serait, selon cet auteur, influencée par les pro- 
duits d’oxydation et les produits de clivage résullant de celle-ci 
mais, pas plus que les auteurs précédemment cilés, il ne parvient 
a mettre en évidence aucune relation entre elle et le degré d’oxy- 


(1) Detlsch. Med. Wochenschrifl, 1936, 20, 1005. 

(2) In Gorrzen. Zentralbl. Bakt., 1938, 134, 169. 

(3) Zentralbl. fiir Chir, 1934, fasc. 61, 1807. 

(4) Suddeulsche Apotheken Zeilung, 1939, 79, 672. 
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dation et if conelut a son indépendance de lespéece et de la quan- 
lilé des produits d’oxydation formés. 

Nous nous sommes dés lors proposé d’étudier, proportionnel- 
lement a la durée du soufflage a 100°, Pévolution des phénomeénes 
Woxydation de Vhuile et parallélement celle de son activité bacté- 
ricide aux divers stades. 

La premiére constatation qui ressorlit de nos expéricneecs, ful 
la confirmation des résultats négatifs obtenus par les auteurs 
précédemment cilés. Aucune modificalion des acides gras de 
Vhuile en voie @oxydation (indices @iode, acide, ete.), ne per- 
met de rendre comple de son activilé bactéricide, ni ne peut élre 
mise en paralléle avec elle. Cette dernicre s’établit rapidement et 
atleint, souvent dés la premiére heure, un maximum qui ne subira 
ultérieurement que peu de modification, sauf en cas de traite- 
ment tres proloneé, 

Les résullantes des réactions d’oxydation : variations des indices 
Wiode, d’acide, de réfraction, etc., sont, au contraire, progres- 
sives et seule la formation de peroxydes pouvail prélendre a une 
évolution proche de la courbe @activilé bactéricide. 

L’étude que nous avons effectuée de la variauion du taux de ces 
peroxydes au cours du traitement des huiles corrobore, en tous 
points, les données d’autves chercheurs. 

Durant la premiére heure d’oxydation, la teneur de Vhuile en 
peroxydes augmente rapidement, passe par un maximum au 
cours des slades ultérieurs puis décroit selon un rythme plus 
lent que celui de son ascension (5). La décomposition des peroxy- 
des serail due, selon Dzens, non seulement a la chaleur mais aussi 
a des réactions ehimiques d’oxvdation, entrainant un accroisse- 
ment d’acidité, sous forme Cacides volatils et non volatils mais 
solubles dans Peau ainsi qu'il ressort de nolre expérimentation. 
Ces faits expliquent les divergences constatées entre les courbes 
Mactivilé bactéricide et de taux de peroxydes en fin d’oxydation 
dans la phase décroissante de ces derniecrs. 

A ce stade, en effet, on constate bien une diminution d’activilé 
en relation avec Vabaissement du taux peroxydique, mais clle 
est beaucoup moins accusée que ne le Jaisserait prévoir |’im- 
portance de la chute de ce dermer. C’est qua ce moment, les 
peroxvdes ne sont plus pratiquement les seuls responsables ce 
Vactivité ; des acides, de faible poids moléculaire, provenant 
de leur décomposition partielle, sont venus compenser de facon 
plus ou moins complete la chute @activilé qui cut été la consé- 
quence de la destruction de ces peroxydes.. On sait, depuis les 
recherches de Bach (6), que Vaction des acides gras monobasi- 


5. G. Dzens. Chem. Abstr., 33, 5687. 
(6) Bacn. Bull. Sc. Pharm., 1932, 39, 502. 


Gy) s 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ot 
PS 
nD 


TABLEAU A. 


TEMPS DE CONTACT 


LUI BES 


8 heures 


Non traitée . hate’ 

Traitée 16 mg., O actif. 

Traitée 24 mg., O actif 

Trailée 30 mg., O actif 

A la phase décroissante des 
peroxydes 6,4 mg., O actif. 


| + | 6 heures 


\ | ++ | 4 heures 


+ 4444 | 30 minutes 
+ {+++ | 2 heures 


NN. : +, cullure positive; — absence de culture. Les controles bactériologiques ont 
CLG once inés suivant la lechnique indiquée dans une précédente nole (C. LZ. Soc. Biol., 
1939, 130, 1074). 


ques inféricurs est due a leur molécule non dissociée et serait 
en relation avec la tensio-activité propre & chacun deux. $1, 
ailleurs, on extrait Vhuile a la phase décroissante des peroxy- 
des par une solution diluée de Na,CO,, Vhuile résiduelle voit 
disparaitre son activité en méme temps que son acidité et sa faible 
leneur en peroxydes. 


TaBiEau B. 
NR SS a SS A AS I A SS ERE, 
TEMPS DE CONTACT 
HUILES g 2 SS n a Z % ZL cs 2 L 
PM aaa ecue sy eee 
e[~|mfaleals{elolr |x lo 
Huile a 30 mg., O actif. . . SH che ey | ef es es cet a |) 
La méme, lavée (19 mg., O ac tif). +/+)+/)+ — 
Huile ala phase décroissante des 
peroxydes (6,4 mg., O actif). .| +] +] +] +] + |— ee 
La méme, lavée (0 actif néant) . +/+) +] 4} +] +) +) +) 4] 414 


Sans préjuger encore en quoi que ce soit de la structure de ces 
peroxydes ni des composants de Vhuile  susceptibles de leur 
donner naissanee, il semble cependant que lon peut conclure 
de nos multiples expériences, qu’au début de leur formation ils 
sont constitués par des molécules assez importantes, a plusieurs 
groupements peroxydiques, qui, au cours de Voxydation, don- 
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nent naissance & des molécules plus petites également peroxy- 
dées, solubles dans Peau; ces molécules elles-mémes, finiraicnt 
par se décomposer avec formation d’acides. 

Cette fragmentation irait en s’accentuant de plus en plus a 
mesure que persiste le traitement oxydant pour atteindre toute 
son ampleur au slade de régression des peroxydes. 

A ce stade, en effel, marqué, ainsi que nous Vavons dil, par 
un accroissement d’acidité, tous les peroxydes encore décelables 
dans I’hule sont susceptibles de passer en solution aqueuse. 

La formation de tels composés peroxydiques solubles dans 
Peau, sous influence de VPirradiation ultra-violetle de Vhuile de 
foic de morue a été également signalée par Franklin A. Ste- 
vens (7), sans que cet auteur ail, par ailleurs, mentionné la 
coexistence de molécules peroxydiques, insolubles dans ce. sol- 
vant. 

Le méme travail présente une intéressante étude de la fixation 
de ces composés par les bactéries et Vinhibition de leur action 
bactéricide en présence d’un composé réducteur tel que la cys- 
téine. Dans cet ordre W@idées, nous avons expérimenté d'autres 
composés bien connus comme « donneurs Vhydrogéne », Vhydro- 
quinone et Vacide ascorbique, sans que leur addition a une huile 
bactéricide nous ait permis de décecler la moindre inhibition ou 
diminution de Vactivité de celle derniére. Nous reprendrons 
ultérieurement VPétude de ect aspect de la question. Nous nous 
sommes défendus plus haut de rien préjuger de Vorigine éven- 
luelle des peroxydes actifs. I] nous faut cependant relever un 
fait important mis en évidence au cours de nos essais, Nous avons 
expérimenté la valeur dun peroxyde de type connu, le peroxyde 
de-~benzoyle, en solution dans Vhuile olive, dune part, et 
Vhuile de foie de morue, d’autre part. Seule cette derni¢re a 
révélé une aclivilé comparable a eclle dune huile de méme type 
trailée par soufflage. On peut en déduire que, non seulement le 
peroxyde de benzoyle ne joue que le réle d’oxydant au méme 
titre que Voxygéne almosphérique, mais que la nature de Vhuile 
est @importance primordiale dans Vobtention de Vactivité bacté- 
ricide. Cette derniére semble étre une propriété spécifique des 
huiles siccatives et particuli¢érement des huiles de foie de morue 
erace, vraiscmblablement, aux acides gras 4 multiples haisons 
éthyléniques qu’elles renferment. Le fait que Vactivilé maximum 
s’établit dés le début de Vaction de Voxygéne, nous avait 
cependant amenés a envisager intervention possible dans le phé- 
nomene envisagé, des composants de linsaponifiable, du type 
caroténoide, sensibles & Voxydation. 

Tous nos essais dans celte voie, sont restés négatifs cl mont 


(OD) To wiayjeci., IDG, NOB, WS; ISS, 
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TABLEAU C. 


TEMPS DE CONTACT 


HUILES 


1 heure 

5 heures 
6 heures 
7 heures 
S heures 


| 30 minutes | 
2 heures 
3 heures 
4 heures 
| 2% heures 


ee 
UE 
eae 
Fae 
aa 
Mt 

| 


Dolive + peroxyde de benzoyle . . .(+ 
De foie demorue span pil te Semone + 


+4 


acides 


abouti qua renforcer Vhypothése du rdle prépondérant des 
eras polyéthyléniques. 

Par contre, nos tentatives de fractionnement et de concentra- 
tion des principes actifs nous ont fournt des résultats encoura- 
eeants. 

Il est, en effet, possible de concentrer, par extraction a Val- 
cool méthylique, les principes actifs sous un faible volume com- 
parativement a la masse de Vhuile traitée ; ce volume peut étre 
réduit encore par ¢limination du cholestérol suivant les teclimni- 
ques en usage pour la concentration de la vitamine A. 


Conetustons. — Nos recherches ont mis en évidence le role 
des composés peroxydiques dans Vactivité bactéricide de Vhuile 
de foie de morue. L’origine de ectte activité spéeifique doit étre 
due, selon toule vraisemblance, a la présence @acides gras poly- 
éthyléniques, 

L’évolution de ces peroxydes, au cours de Voxydation, est envi- 
sagée ainsi qu’une technique simple d’activation des huiles a 
Vaide de peroxyde de benzoyle, excluant Vaction des hautes 
temperatures responsables de polymérisations parasites. 

_ Enfin, le principe de la concentration des principes actifs a été 
indiqué, 


LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A LINSTITUT PASTEUR EN 1941 


par L. CRUVEILHIER et Cu. VIALA. 


Ce rapport, élabli suivant le plan fixé par la Conférence inter- 
nationale de la rage, concerne l’année 1941. 

1° Personnes traitées ; 588 personnes se sont présentées a la 
consullation du Service des Vaccinations Antirabiques. Chez 214 
le traitement a élé jugé nécessaire. 

oe Weds oe frailement : La méthode aes e est la méthode 
pasloricnne (se reporter & ces -lnnales, juin 1941, 66, 


*k 
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Le virus fixe, aclueHement utilisé, représentait, le 31 décembre 
1941, le 1.694° passage de la souche employée lors de la création 
du Service des Vaccinations Antirabiques, rue d’Ulm. 


3° Réparlition des personnes trailées @apres le terriloire sur 
lequel elles ont élé mordues : 


ran COma ee eek oa MR Fee aes ye Macee SON nS” “es Rep eres Meee o 
TRUM ST CE ee rMna oe herent Sint IRAN ore. doers tol Evo otacs (eo! arae ate il 
4° Répartilion des personnes traitées sutwant Panimal mordeur : 
Ohiensudemmnoprictaires  COMMMS iene ewien ney Wess) Ga en ene OD) 
Chiens errants . P erect ry 2 : 100 
Chats de propriétaires CGa nese awh tt ie ts, oe een eal 
Chatseenranits wwe ‘aed BAO : 18 
Rats . 12 


5° Réparlilion des personnes trailées @apres les preuves de 
rage chez Vanimal mordeur : 

Calégorie A, — La rage de Vanimal mordeur a été constatée 
par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avee le bulbe ou par. un examen histologique. 

Catégorie B. — ‘La rage de |’anima] mordeur a élé constatce 


par examen vétérinaire. 
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Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 
Catégorie A stv tesa (h Ue) Oatley tem Mice at meg : 4 
Catégorie: B: so 3 so ee ek oe eee ae ea 0 


Catégorie:Gs) «cc aS ckoias wee cue ED ee meme eet mont 
6° Répartilion des personnes traitées daprés les caractéres des 
mMOrsures 
Profondesi.<\ 5, +5 Bie cigs he SD oe nee ne rome 
Superticrellesy ce ee i pokens 9 a, Se aa ete 
7° Répartiltion des personnes trailées suivant que les vélements 
onl été interposés ou non 


Peat mugs wr). 6 2 es Bape eee Se es ee 3 
Vietementsmimiterp OSes scm eee age een enn ee ee TS 


8° Répartition des personnes trailées daprés le stége de la 
MOPSUPE 


Teteo yr - el es wr de os aa. cy wk Rede ee | nna oat eT 
Memibtes: Supericurs.s <3.) oe ee ee eee 
EEOC ye. Srckbet Ho Sere. Sie ors ere eee ae 3 
Membresvintérieurs 020. cee ee eS ee OG 


9° Répartilion des personnes trailées daprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure et le traitement : 


Ne, “TOWNS 6 o 135 
ue Pf TOWERS ao Be 27 
Sean] 2] OULSme ume. 27 
SUS) Gh PE KONE, gc 16 
Plus de 21 jour 9 


10° Aulres rensetgnements : Pour la formule du traitement ct 
le tableau récapitulauif des résultats généraux des vaccinations 
depuis Vorigine, Cf. ces Annales, loc. cit. 


Répartition par départements des personnes traitées 
a l'Institut Pasteur. 


Aisne. 4 Niévre 4 
Calvados . 1 | Oise 3 
Charente . 25) eOrner. Te 4 
Cote-d’Or . . . 4 | Pyrénées (Basses-). 4 
Cotes-du-Nord. 3 | Saodne-et-Loire. . 4 
Eure . 5 : Paris . 7 
Finistére . 6 | Seine > Banlieue 47 
Gironde. : 4 Seine-Inférieure. 1 
Ille-et-Vilaine 3 Seine-et-Marne . 2 
Indre , ; 4 .| Seine-et-Oise O55 
Indre-et-Loire . 1 | Sévres (Deux-). 4 
Loir-et-Cher. 4 Somme.. 3 
Loire-Inférieure . 2 Vienne ae Sb Ne 40 
Loiret. : 2S Nveniive a (Hate) eae roman 4 
Maine-et-Loire. . 4 | Yonne. . 2 
Morbihan. 3 
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Répartition par mois des personnes traitées. 
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AN DIDS Maree on behalf. we Le OctoWren wee ete ee peel 
NS 2 Sore eoer not eke 4 ae ONOVemb bern wy owl os. on A 
UT Rees mee Tn Aion ay OT WECOMTDT Or een. arn ae oo Se O: 


11° Mesures prises en vue de poursuivre Vévolution des cas 
iraités pendant six mots au maximum. 

Aucun accident ne nous a été signalé par Jes médecins et les 
vélérinaires chez les personnes qui ont suivi le traitement. 

12° Accidents paralytiques : Néant. 

13° Décés : Néant. 

La statistique pour 1941 est done ainsi établie 


RersonmesmlrateeS) es oe ee catenin oem can ese ere ead 
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ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANGAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 2 juillet 1942. 


COMMUNIGATIONS (SUITE ET FIN) 


DIAUXIE ET RESPIRATION 
AU COURS DE LA CROISSANCE DES CULTURES 
DE B. COL/ 


par Jacoues MONOD. 


La mise en évidence du phénoméne de diauxie (1) et son étude ont 
été jusqu’ici basées exclusivement sur la détermination des courbes 
de croissance. L’objet de la présente note est de montrer que ce pheé- 
nomeéne se refléte également dans le métabolisme des cultures, qu’une 
véritable « diauxie respiratoire » se superpose 


a la ecardiausemnde 
croissance ». 


Techniques de culture et de mesure. — Les techniques de détermi- 
nation de la croissance ont été décrites par ailleurs (loc. cil.). La consom- 
mation d’oxygéne a été mesurée & laide d’un appareil Warburg- 
Barcroft. Différents mélanges de deux glucides ont été essayés, chaque 
sucre étant introduit & la concentration de 0,075 mg. par titre. 


Résultats expérimentaux. — Les combinaisons suiyantes ont été expé- 
rimentées : glucose-maltose, glucose-xylose, glucose-arabinose, mannite- 


sorbite, glucose-mannite, glucose-fructose, mialtose-lactose, lactose- 
xylose. 

Les quatre premieres, comprenant chacune un glucide inhibiteur 
et un de la calégorie B, donnent lieu au 
Les quatre aulres combinaisons entre 
sucres A, donnent 


) 


phénomeéne de diauxie, 
deux sucres B ou deux 
des croissances normales. Les courbes de consom- 
mation d’oxygéne en fonction du temps fournies par les combinaisons 
du premier type sont tout d fait caractéristiques, et se superposent 


(1) Monon, Recherches sur la croissance des cultures bactériennes. 


Act. 
Scient. et Ind., n° 911, Termann, édit., Paris, 1942. 
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aux courbes de croissance diauxique. La figure 1 en donne un exemple 
dans le cas de la combinaison mannite-sorbite. On peut voir qu’aux 
ceux cycles de croissance correspondent deux cycles respiratoires, 
séparés par une phase pendant laquelle l’intensité respiratoire passe 
par un minimum. En revanche, on n’observe rien de semblable avec 
les combinaisons du second type : dans ce cas, les courbes obtenues 
sont en tous points comparables a celles que l’on obtient avec un seul 
sucre (fig. 2). 

On doit observer que la phase d’arrét A peu pres complet, qui 
sépare les deux cycles des croissances diauxiques, n’est en général 
représentée dans la courbe de respiration que par un ralentissement 
plus ou moins marqué. Il semble donc que, pendant un certain temps, 
la culture respire sans s’accroitre, c’est-d-dire sans assimiler d’une 
menicre sensible. Aux dépens de quel substrat s’effectue cette oxyda- 
ticn ? Ce point est difficile & préciser, et lon ne peut pour lV instant 
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qu’avancer des hypotheses. A ce sujet, il est intéressant de noter que 
dans la plupart des cas (croissances diauxiques ou croissances nor- 
males), les cultures continuent de respirer, & un taux relativement 
élevé, et pendant assez longtemps, aprés la fin de la _ crois- 
sence (fig. 1 et 2). Or, cette respiration ne s’effectue certainement 
pas aux dépens du glucide qui a servi d’aliment de croissance : en 
effet, des expériences nombreuses et concordantes démontrent que 
cclui-ci est complétement épuisé au moment oti s’acheve la crois- 
sance (Monod, loc. cit., p. 46 et 104). D’ailleurs, la brusque variation 
de l’intensité respiratoire & la fin de la croissance indique a elle seule 
que le substrat utilisé n’est plus le méme. D’autre part, lorsqu’on 
centrifuge une culture el qu’on la remet en suspension dans un milieu 
salin dépourvu d’aliment carboné, on observe que l’intensité respi- 
ratoire tombe & un niveau extrémement faible, pour ne pas dire nul. 
Si on la remet en suspension dans le milieu usé, la respiration reprend, 
mais non la croissance. On doit donc conclure qu’au cours du méta- 
bolisme aérobie des giucides (de certains d’entre eux tout au moins) 
par B. coli, il se forme des produits d’oxydation incomplete, que la 
culture peut encore oxyder secondairement, mais qui ne paraissent pas 
susceplibles d’étre utilisés pour les synthéses. 

Tl est posible, on ne saurait étre plus affirmatif pour l’instant, qu’au 
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cours de la phase d’arrét de la diauxie la respiration s’effectue aux 
dépens d’un tel déchet du métabolisme, ce qui expliquerait la diffe 
rence relevée entre la « diauxie de croissance » et la « diauxie respl- 
ratoire ». 

Pour conclure, retenons essenticllement la confirmation qu apporte 
aux recherches sur la croissance la mesure de lintensité respiratoire. 
On peut étre assuré maintenant que les phénomenes dont la diauxie 
est le témoin retentissent non seulement sur la croissance, mais encore 
sur le métabolisme. Cette constatation est d’accord avec les hypotheses 
(provisoires d’ailleurs) qui ont été avancées pour en rendre comple. 


(Facullé des Sciences de VUniversité de Paris.) 


Séance du 1* octobre 1942. 


Présidence de M. Jacoues TREFOUEL. 


COMMUNICATIONS 


DEMONSTRATION EXPERIMENTALE 
DE LA VIRULENCE RABIQUE 
DES FILETS DU PLEXUS SOLAIRE 
ET DES ENDONEUROCYTES 


par Y. MANOUEBLIAN. 


Pasteur et ses collaborateurs, et nombre d’auteurs a leur suite, avaient 
reconnu que si, dans la rage des rues comme dans la rage expéri- 
mentale, tout Vaxe cérébro-spinal était virulent, les nerfs, ceux des 
membres surtout, Vétaient moins, parfois méme les rameaux de petit 
calibre étaient dépourvus de virus. Quant au systéme sympathique, 
if n’occupe pas chez les auteurs la place importante qui lui revient 
dans le domaine de la rage. Pourtant, ce systéme, qui tient sous sa 
dépendance tous les appareils ct préside au fonctionnement de la vie 
végétalive, est aussi, nos recherches le montrent, celui qui conduit le 
virus rabique dans les viscéres ct les rend virulents. 

Le systéme nerveux est un ensemble de neurones, réunis en amas, 
en ganglions plus ou moins considérables, reliés par les plexus et les 
filets nerveux qui ne sont pas constitués par des fibres nerveuses seules, 
mais conticnnent des neurones. L’existence des endoneurocyles cons- 
titue le caractére fondamental du systeme sympathique. Or, tandis 
que dans lVaxe cérébro-spinal cellules et faisceaux nerveux, réunis en 
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masses compactes, forment les diverses portions de l’axe, dans le sym- 
pathique, les neurones se trouvent éparpillés dans tout Vorganisme, 


ace ee 


& CON STONTIR 


Fic. 1. — Chien, rage des rues. Filet nerveux dn plexus solaire contenant un 
petit amas (@’endoneurocytes et un nodule rabique marquant l’emplacement 
dun neurone détruit et remplacé par des cellules néoformées. (Gross. : 
170 diamétres.) 


dans les viscéres ‘surtout. Et comme dans la rage, maladie neurotrope 
par excellence, les neurones du sympathique sont virulents, on com- 


Fie. 2. — Méme filet nerveux qne figure 1. Ganglions nerveux inclus a une 
courte distance de l’'amas précéden'. Aspect général de granulome. Il sagit 
en réalité, de nodules rabiques confluents. Toutes les cellules nerveuses, sau 
une, sont détruiles et remplacées par des cellules néoformées. (Gross. : 170.7) 
Noter figure | et fignre 2 que Ia plupart des neurones contiennent dans leur 
cytoplasme des corpuscules de Negri ainsi que les formutions spécifiques 


décrites par nous. 


prend que des portions de viscéres contenant ces neurones se montrent 
virulentes aussi. Pour conférer la rage, il suffit d’un ramuscule nerveux 
contenant des endonecurocytes parasités. 
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Dans une note précédente (1) nous avons décrit les allérations des 
endoneurocytes des plexus et des nerfs sympathiques ; les cellules ner- 
veuses des filets du plexus solaire présentent au méme degré, cl méme 
davantage, les lésions qu’on observe dans les ganglions de la chaine 
sympathique ; elles contiennent aussi nos formations parasitaires et 
des corps de Negri. On peut donc, par le seul examen d’un filet du 
plexus, affirmer que le virus rabique s’y trouve, et l’expérimentation 
confirme les indications du microscope. 

Il cst facile, surtout chez les chiens de grande taille, d’isoler des 
filets nerveux de calibre sensiblement égal ; ce sont ces filets, prove- 
nant de chiens enragés, que nous avons inoculés a des lapins. Le pré- 
lévement a été fait avec les précautions indispensables : nous avons 
changé les instruments chaque fois que nous abordions un tissu ou 
un organe ; les nerfs ont été enlevés avec des pinces et des ciscaux 
n’ayant touché aucun autre tissu, ni méme d’autres filets nerveux. 
Découpés en petites parcelles, puis broyés et suspendus dans de ]’eau 
physiologique, les filets prélevés ont été inoculés 4a des lapins. Dans 
irois expériences la rage s’est déclarée entre douze et quatorze jours ; 
chez tous les animaux |’évolution de la maladie fut normale. A l’examen 
histologique nous avons constaté les _Iésions typiques de la rage. 

Il ressort de nos recherches que chez le chien, au cours de la rage 
des rues, il existe de fortes lésions dans les filets nerveux du plexus 
solaire, Iésions des endoneurocytes : chromatolyse, transformation du 
réseau neurofibrillaire en cordons, altérations nucléaires, destruction 
el disparition du cytoplasme et du noyau, remplacés par un nodule 
de cellules néoformées ; en outre, le cytoplasme de 1l’endoneurocyte 
contient des corpuscules de Negri et nos formations parasitaires. On 
peut, par l’examen de pareils filets nerveux sympathiques, établir le 
diagnostic de la rage. Par ailleurs, l’expérimentation corrobore les 
données du microscope : inoculés A des lapins, les filets du plexus 
solaire leur conférent une rage typique. 


Unslitut Pasteur.) 


DU DANGER DE CONTAMINATION 
PAR DES LESIONS SYPHILITIQUES DITES FERMEES 


par Y. MANOUELIAN. 


La syphilis compte de nombreuses victimes parmi les médecins, 
chirurgiens, accoucheurs et sages-femmes, contaminés dans l’exercice 
de leur profession. Dans ces infections professionnelles, l’accident pri- 
maire siége le plus souvent aux doigts. Le port de gants en caoutchouc, 
lors de examen de malades contagieux, devrait cependant constituer 
un moyen de préservation suffisant. L’expérience montre qu’il n’en 
est rien, et dams bien des cas les circonstances de la contagion demeu- 


(1) C. R. Soc. de Biol., 1940, 134, 245. 
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rent obscures. Nous croyons que la raison en est dans la contamination 
par des Iésions — syphilitiques fermées, habituellement considérées 
comme dépourvues de contagiosité. 

Une Iésion est dite fermée lorsqu’clle est recouverte par du_ tissu 
cutané sain. Elle est dite ouverte dans le cas contraire. On prend des 
précautions en présence d’une lésion ouverte ; le plus souvent, on 
néglige celles-ci devant une Iésion fermée, la portion de tissu. sain 
protégeant la lésion étant considérée comme une barriére suffisante. 
fl s’agit 14 d’une apparence trompeuse. Nos recherches montrent que 


‘Opservation I. — Coupe d'un nodule sous-épidermique, montrant l'existence 
d'un foyer 4 polynucléaires et de nombreux spirochétes. communiquant avec 
le revétement cutané par un pertuis dans la couche cornée. (Gross. : 750.) 


certaines lésions érythémateuses, fermées, ne sont en réalité que des 
fésions ouvertes, portant 4 leur surface le parasite de la syphilis. 

Nos recherches ont porté sur des cas d’hérédo-syphilis précoce observés 
dans le service du Professeur Brindeau. La premiére observation a déja été 
publiée (1). Il s’agissait d’un enfant né a terme mais ayant succombé 
deux heures aprés la naissance : il présentait, sur la partie supéro- 
externe de la cuisse droite, une large tache rosée de la dimension de 
la paume de la main. C’était une éruption roséoliforme unique, mais 
démesurément étendue. Notons que l’épiderme paraissait intact a ce 


(1) Gynécologie et Obstétrique, 1932, 26. 
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niveau, et que, s’il existait des altérations viscérales chez Venfant, 
celui-ci ne présentait aucune autre Iésion des téguments. 

L’examen histologique par diverses techniques, et avec les procédés 
d’imprégnation des spirochétes, montre dans le derme, notamment au 
niveau des papilles, une infiltration de polynucléaires et de lympho- 
cytes. Les parasites fourmillent dans cette région ; en certains endroits 
méme ils forment des amas encheyétrés ou des manchons périvascu- 
laires ; on note leur présence dans le cytoplasme des cellules des glandes 
sudoripares et sébacées. On trouve partout le revélement épidermique, 
mais il présente souvent des Iésions en foyers aux confins du derme ; 
les cellules profondes épidermiques, trés altérées, sont envahies par des 
polynucléaires. On assiste ainsi a la formation de cavités minuscules ; 
les cellules épithéliales s’y déltruisent, disparaissent, et l'on n’y trouve 
plus que les polynucléaires avec les parasites. On constate en outre 
la présence de granules d’origine parasitaire dans quelques leucocytes. 
Notons que si, par endroits, les parasites ne dépassent pas la couche 
des cellules profondes de l’épiderme, on peut ailleurs surprendre des 
spirochétes dans les autres parties de |’épiderme, au niveau de la 
couche toute superficielle, & sa surface méme. Ce fait est a retenir. Le 
tréponéme se trouvant & la surface. de ces lésions peut ainsi devenir 
une source impréyue de contamination. En l’absence d’ulcérations, de 
solutions de continuité, la contagion est done possible. 


De nouvelles recherches nous ont réyélé des faits fort intéressants. 
Dans nombre de fragments prélevés en diverses portions de la plaque 
érythémateuse, nous avons constaté l’existence des lésions, non seule- 
ment au niveau de la région profonde, mais encore dans toutes les 
autres parties de l’épiderme. En ces points, les cellules épidermiques. 
sont fortement lésées : la plupart ont disparu ; de 1a, la formation de 
cavités contenant des leucocytes polynucléaires ainsi que des parasites, 
dont un grand nombre en lyse. Les dimensions de ces véritables abcés 
microscopiques sont trés variables. Il en est de tout a fait minimes, 
formés aux dépens de quelques cellules détruites, mesurant quelques 
microns ; il en existe d’autres plus volumineux. Notons aussi que, 
parfois, une partie importante de la moitié de la zone superficielle de 
l’épiderme peut étre altérée et que, la couche cornée ayant cédé a ce 
niveau, on trouve leucocytes et parasites au niveau de la surface cutanée. 

Ces altérations existent également, disposées en fusées, pres de la 
couche cornée et communiquent souvent par un clapet ou par une 
fissure obliquement disposée, parfois & peine perceptible, avec la surface 
extérieure. Aussi trouye-t-on encore & ce niveau des leucocytes et quel- 
ques parasites des plus typiques. Pareilles dispositions sont fréquentes 
dans notre cas. Mais, fait intéressant, nulle part l’épiderme n’est tota- 
lement détruit ; il existe toujours une portion intacte au-dessus ow 
au-dessous de ces allérations décelables au microscope seulement. Mais 
la persistance du revétement épidermique n’empéche pas qu’il s’agisse 
bien la d’une lésion ouverte. 

Nous avons obseryé depuis deux autres cas de lésions érythémateuses 
hérédo-syphilitiques, celles-ci de dimensions réduites. Les altérations 
el la disposition des parasites dans ces deux observations sont cepen- 
dant calquées sur la précédente. Ici encore, existence de pertes de sub- 
stances au niveau de l’épiderme et de foyers leucocytaires parasitaircs, 
avec parasites, communiquant par un pertuis a peine perceptible avec 
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la surface extérieure ott l’on trouve installés des iréponémes en abon- 
dance. 
pecan Ms be . 5 i ; ; é Me 
Nous pensons que ces trois observations, histologiquement contrélées, 
OAK 5 not Dyas > S . ° . 
doivent attirer l’attention sur le danger réel de contamination existané, 
au niveau de lésions cutanées syphititiques en apparence fermées. 


Unstitut Pasteur.) 


RECHERCHES SUR LA STABILITE DES LIAISONS 
ENTRE AGGLUTININES ET BACTERIES 
CAS DU BACILLUS PARA-TYPHI A 
ET DES AGGLUTININES SPECIFIQUES 
DU SERUM DE CHEVAL IMMUNISE 


par Micuzrz MACHEBOEUF et Max VISCONTINI. 


Dans une note précédente (1), nous avons montré que l’eau distillée, 
jes solutions salées concentrées et les solutions d’acides aminés ne 
peuvent pas Gluer Ies agglutinines du Bacillus lyphi-murium. sensi- 
bilisé par du sérum de Lapin immunis¢, lorsque les proportions rela- 
tives de sérum et de microbes correspondent & la limite de floculation, 
avec seulement un trés léger exces d’anticorps. Dans ce cas, les agglu- 
tinines étaient localisées dans les pseudo-globulines du sérum ; nous 
nous sommes demandé si ces mémes expériences, portant sur des 
agglutinines conltenues dans les euglobulines, donneraient un résultat 
semblable. 

Un sérum de cheval, particulitrement actif, nous offrait un matériel 
intéressant. I] agglutinait au 1/15.000 des Bacilles paratyphiques A, 
tués par chauffage & 58° pendant une heure. Les euglobulines et les. 
pseudo-globulines, séparées par dialyse, a partir de l’ensemble des. 
globulines précipitées par le sulfate d’ammonium, agglutinaient, 
chacune, au 1/8.000 ; les ageglutinines se répartissaient donc entre ces 
deux fractions de globulines. 

Tout comme précédemment, les solutions salées et les solutions. 
d’acides aminés se sont révélées incapables de détacher les aggluti- 
nines des microbes sensibilisés. L’action de l’eau distillée nous a permis 
a’étudier un phénoméne plus intéressant. Un premier lavage des 
microbes agglutinés et centrifugés ne les disperse pas, car des traces. 
d’électrolytes suffisent 4 maintenir l’agglutination. TH faut un deuxiéme 
lavage et l’eau de ce deuxiéme lavage recueillie présente des carac- 
teres particuliers : les eaux de lavage correspondant 4 1.800 milliards 
de microbes et 0,33 c.c. de sérum, furent soumises a la dialyse sous. 
pression qui les concentra et amena le volume final a 2 c. C. Le liquide 
obtenu agglutinait encore neltement au 1/120. On pouvait donc crore 
que 1’élution était réalisée. Tl n’en est rien. En effet 


(1) M. Macursorur et M. Viscontin1, ces Annales, 1942, 68, 495. 
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1° Les microbes sensibilisés, ainsi lavés & quatre reprises, mis en 
suspension dans de leau physiologique, floculent instantanément. 

2° Les eaux de lavage additionnées de chlorure de sodium jusqu’a 
concentration 8 p. 1.000 se troublent et laissent déposer un précipité 
colloidal que nous avons éliminé par centrifugation. Le liquide surna- 
ceant, limpide, ne présente plus alors aucun pouvoir agglutinant. 
~ Conclusion. — Lorqu’on lave, & eau distillée, les microbes agglu- 
tinés, on obtient, au deuxieéme lavage, une solution opalescente qui 
semble contenir des agglutinines, car, si on la met en présence de 
microbes et de chlorure de sodium & 8 p. 1.000, il se fait une agglu- 
tination. Mais, si, sans introduire de microbes dans ces eaux de lavage, 
on se contente de les saler 4 8 p. 1.000, on voit apparaitre un floculat 
et le liquide surnageant qui est limpide ne présente plus aucun pouvoir 
agelulinant. Si la solution avait seulement contenu des agglutinines, 
-celles-ci n’auraient pas floculé sous la simple influence du sel a faible 
concentration. Les eaux de lavage contenaient donc probablement des 
complexes anticorps-antigénes solubles ou colloidaux en l’absence de 
sel, mais insolubles en présence de chlorure de sodium a 8 p. 1.000. 


GRANULIE EXPERIMENTALE DE LA SOURIS 
PROVOQUEE PAR DU BACILLE TUBERCULEUX HUMAIN 
ESSAI DE TRAITEMENT 
PAR LE /-AMINOPHENYLSULFAMIDE (1162F) 


par F. NITTI et J.-P. JOUIN. 


Parmi les petits animaux de laboratoire, la souris blanche se montre 
relativement trés résistante a lVinfection tuberculeuse expérimentale. 
Des essais de Stamatin (1) ont montré qu’il était possible d7infecter 
cet animal avec du bacille tuberculeux bovin et, plus difficilement, 
avec des souches d’origines humaine et aviaire. Béquignon (2) a insisté— 
sur l’inoculation de bacilles tuberculeux par yoie intracérébrale. 

Il serait particuli¢rement intéressant en chimiothérapie antituber- 
culeuse de pouvoir utiliser la souris comme test expérimental ; cela 
permettrait dune part d’opérer avec des installations peu cotiteuses 
sur un trés grand nombre d’animaux et, d’autre part, surtout, de 
procéder a des essais avec de faibles quantités de produits chimiques, 
telles qu’elles sont préparées généralement dans les laboratoires de 
syntheses. 

Nous avons été ainsi amenés A reprendre les essais d’infection tuber- 
culeuse expérimentale de la souris. Nous avons utilisé de nombreuses 


souches de bacilles tuberculeux humains, et notamment la souche 
H-239 (3). 


(1) Sramatin, ces Annales, 1939, 63, 269. 
(2) Brourenon, C. R. Soe. Biol., 1939, 134, 581. 
(3) Que notre collegue M. Bretey a aimablement mise A notre disposition. 
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ol ne culture agée de quinze jours sur pomme de terre était émul- 
sionnée a’ Laide de billes de verre dans de leau physiologique addi- 
lionnée de 1/10 de sérum de cheval. Cette é6mulsion était titrée a 
6 milliards environ de germes par centimetre cube. L’inoculation par 
fa voie intraveineuse a une souris de 20 g. de 0,50 c. c. de cette émul- 
sion provoque une maladie cyclique évoluant en dix-sept a dix-neuf 
jours et se terminant par la mort. A Vautopsie de ces animaux on 
constale régulicrement des Iésions extrémement intenses de granulie 
pulmonaire. Dans certains cas, surtout lorsque l’évolution de la maladie 
est retardée, le processus de caséification peut aboutir A la formation 
de cavernes. Les autres organes de la souris ne présentent pas en 
général de Iésions macroscopiques ; la rate est tres volumineuse et le 
foie est en apparence normal. L’examen microscopique de ces organes 
montre par contre la présence d’un trés grand nombre de_bacilles. 
Des inoculations plus faibles (500 millions de germes par exemple) ne 
sont pas suivies d’une infection constante et surtout les délais de la 
mort des animaux infeclés deviennent extrémement variables. Les voies 
d‘inoculation sous-cutanée ou intracérébrale n’ont donné, entre nos 
mains, que des résultats beaucoup trop inconstants pour ¢tre retenus. 

Il est & noter que Vinoculation de bacilles tuberculeux humains morts 
et a dose tres Glevée n’améne pas de Iésions macroscopiques compa- 
rables 4 celles provoquées par les germes vivants. Quelques jours aprés 
Vinoculation le nombre de bacilles dans les organes diminue, puis les 
germes disparaissent entre la deuxiéme et la quatriéme semaine. 

Devant l’évolution constante, et les délats relativement courts de la 
eranulie expérimentale de la souris, nous avons essayé d’utiliser cet 
animal dans des recherches de chimiothérapie antimicrobienne. Les 
animaux infectés par voie inltraveineuse avec 2 milliards et demi de 
bacilles d’une culture sur pomme de terre adgée de quinze jours, ont 
été trailés dés le jour de l’inoculation par du p-aminophénylsulfamide 
administré par la voie buccale. Ce médicament, qui était absorbé par 
les animaux dans les aliments, était administré a la dose quotidienne 
de 50 mg. pour une souris de 20 g. 

L’administration de 1162 F, méme a des doses tres élevées, ne pro- 
voque pas un retard de la mort des animaux traités par rapport aux 
témoins. Par contre, si l’on sacrifie les animaux entre le huiti¢me et 
le douziéme jour, on constate régulictrement que le nombre de bacilles 
présents dans les poumons est quatre a cing fois plus petit chez les 
animaux traités que celui des témoins. Nous avons répété plusieurs fois 
ces essais et ces résultats se sont montrés constants. Nous rappelons 
que dans la tuberculose du lapin, provoquée par du _ bacille aviaire, 
Rist (4) avait constaté au niveau de la rate des faits du méme ordre. 

En résumé, Vinoculation intraveineuse de doses massives de bacilles 
tuberculeux humains provoque, chez la souris, une granulie rapide- 
ment mortelle. La chimiothérapie par le p-aminophénylsulfamide ne 
retarde pas la mort des animaux traités vis-a-vis des témoins, mais 
semble exercer une action empéchante sur la reproduction des bacilles, 
surtout appréciable vers le huitiéme ou dixiéme jour de la maladie. 


(Chimie Thérapeulique, Laboratoire de Baclériologie.) 


(4) Rist, Me Brocw et Mue THamon, ces Annales, 1940, 64, 203. 
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TITRAGE DES SERUMS ANTI=-PERFRINGENS 


par Mayris GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. FABRE. 


(Paratt en Mémoire dans ce numéro des Annales de UInstitut 
Pasteur.) 


CULTURE DU SPIROCHETE DE LA POULE 


par V. CHORINE. 


(Parait en Mémoire dans ce numéro des Annales de UInstitut 
Pasteur.) 


Séance du 5 novembre 1942. 


Présidence de M. JACQUES TREFOUEL. 


COMMUNICATIONS 


ETUDE COMPARATIVE 
DE CARACTERES BIOLOGIQUES ET SEROLOGIQUES. 
DU BACILLE DE WHITMORE 
ET DU BACILLE PYOCYANIQUE 


par G. BLANC, B. DELAGE et L.-A. MARTIN. 


(Paraitra en Mémoire dans les Annales de VInstitut Pasteur.) 


SYNERGIE LYTIQUE 
DE DEUX BACTERIOPHAGES PARATYPHIQUES B 


par P. NICOLLE. 


(Parailra en Mémoire dans les Annales de l'Institut Pasteur.) 
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ACETYLMETHYLCARBINOL 
ET FERMENTATIONS ANAEROBIES 


par A.-R. PREVOT et J. TAFFANEL. 


L’étude des produits de métabolisme du bouillon VF glucosé apres 
da fermentation provoquée par les bactéries anaérobies 4 37° nous a 
montré qu’on peut les répartir en produits constants, obligatoires, ct 
en produits facultatifs. Les produits constants, obligés, sont d’une part 
Vammoniaque, d’autre part des acides aliphatiques vyolatils de C1 
a G5. Les produits facultatifs sont d’une part des acides fixes (lactique 
et succinique), d’autre part des alcools, cétones, aldéhydes, amines 
volatiles, des gaz (CO,, H, et SH,) et de 1’indol. 

Nous avons défini le type fermentaire d’un anaérobie (1), l’ensemble 
des acides yolatils naissant au cours de cette fermentation. Le lype 
fermentaire est appelé & jouer un réle capital dans la classification et 
la détermination des espéces anaérobies. Nous distinguons des types 
fermentaires simples ou mixtes suivant que les acides volatils obliga- 
toires sont seuls ou accompagnés d’acides fixes facultatifs. Nous avons 
établi, aprés étude d’une centaine de souches appartenant a 62 espéces 
différentes, qu’il existe 9 types fermentaires simples (4 acides volatils) 
et 12 types fermentaires mixtes (4 acides volatils et fixes). 

Ces types fermentaires se réparlissent en 

1° Types a un seul acide volatil (8 p. 100), comprenant le type acé- 
lique simple et le type mixte : acéto-lactique. 

2° Types & deux acides volatils (83 p. 100), comprenant les types 
simples suivants : acéto-butyrique, formo-acétique, acéto-propionique, 
acélo-valérianique, formo-proprionique et les types mixtes suivants 
acéto-butyro-lactique, acéto-bultyro-succinique, formo-acéto-lactique, 
acéto-propiono-lactique, | formo-butyro-lactique, acéto-valéro-lactique, 
propiono-valéro-lactique, propiono-valéro-succinique, | propiono-bulyro- 
Jactique, formo-valéro-lactique. 

3° Types a trois acides volatils (14 p. 100), comprenant les types 
simples : acéto-butyro-valérianique, acéto-propiono-bultyrique, formo- 
acéto-butyrique et le type mixte formo-acéto-butyro-lactique. 

Dans les conditions de notre expérimentation (bouillon VF glucosé 
4 1p. 100 ; incubation 4 37°), ces types se sont toujours montrés extrée- 
mement stables. L’acide le plus fréquent est l’acide acétique, rencontré 
quatre-vingt-cing fois, puis viennent l’acide butyrique cinquante-sept 
fois ; Vacide formique vingt-huit fois ; l’acide valérianique vingt et 
une fois et acide propionique dix-neuf fois. Le type fermentaire le 
plus fréquent est le type acéto-butyrique, rencontré trente-cing fois. 
C'est ce type qui nous occupe plus spécialement ici. 

Parmi les produits possibles des fermentations anaérobies, nous avons 
systématiquement recherché lacétylméthylcarbinol, signalé par cer- 
tains auteurs, dont Peterson et Johnson (2) ainsi que Yanouki et 


(1) A.-R. Privor et J. Tarraner, Ann. des Ferment., 1942, 8, 65. 
(2) Pererson et Jounson, J. Bact., 1939, 25, 69. 
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Karasima (3). Cette recherche a été faite par la réaction de Voges- 
Proskauer et surtout par la réaction de Lemoigne (oxydation par le 
perchlorure de fer, distillation du diacétyle formé qui est trailé par 
hydroxylamine, puis neutralisé par l’ammoniaque dilué, et enfin addi- 
tionné de chlorure de nickel qui fait apparaitre un précipité rouge 
brique caractéristique [réaction trés sensible capable de déceler environ 
le 1/20.000]). 

Or sur les 160 souches anaérobies étudiées, aucune n’a donné la 
moindre trace d’acétylméthylearbinol, ce qui est contraire A la fois 
aux schémas de la fermentation anaérobie de Neuberg et de Meyerhof 
et aux résultats de Peterson et Johnson et de Yanouki et Karasima. 

Nous avons essayé de trouver la raison de cette divergence de résul- 
tats en faisant changer les conditions de notre expérimentation. Ainsi 
nous avons repris toute la question avec les souches acétobutyriques 
qui, en principe, sont les plus aptes & donner l’acétylméthylcarbinol, 
souches que nous avons ensemencées dans du bouillon glucosé a 26° 
(25° étant une température lég¢rement trop basse pour obtenir des 
fermentations). La recherche de l’acétylméthylcarbinol a été faite dés. 
les premiers stades de la fermentation, aprés huit heures, douze heures, 
quarante-huit heures et trois jours, les auteurs japonais ayant pré- 
tendu que cette substance se forme dans la période de croissance des 
bactéries et aux environs de 25°. Or toutes nos recherches sont restées 
négatives. Nous les avons reprises en anaérobiose stricte, aprés évacua- 
tion de l’oxygéne des tubes 4 fermentations par la pompe a vide. Les 
résultats ont été tout aussi négatifs. Enfin, dans d’autres essais, nous 
avons voulu voir si l’addition de poudre adsorbante ou de carbonate 
de calcium précipité pouvait faire apparaitre ce corps. Nous ayons 
ajouté du charbon végétal activé (pulvérulent et granuleux) aux milieux, 
mais nous n’avons pu déceler aucune trace d’acétylméthylearbinol dans 
les cultures obtenues. 

Conclusions. — Dans les conditions de nolre expérimentation, de méme 
qu’apres les modifications conseillées par Yanouki et Karasima, nous 
n’avons pas trouvé d’acétylméthylearbinol dans 100 cas de fermenta- 
tions anaérobies. Ce produit n'est donc pas un stade obligatoire des 
fermentations anaérobies, en particulier des fermentations acéto-buty- 
riques. Les schémas classiques des stades successifs de la fermentation 
butyrique qui Vindiquent comme produit obligatoire sont done Aa 
reconsidérer, ainsi que la recherche des conditions ot: il est apparu 
dans lexpérimentation des auteurs qui l’ont décelé. 


Unstilut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


(3) YAnount et Karasima, Enzymologia, 1937, 444, 271. 
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LA LOI DE RECIPROCITE 
DANS L’IRRADIATION D'UN BACTERIOPHAGE 
AVEC LES RAYONS X 


par Raymonn LATARJET. 


La loi de réciprocité enseigne que lintensilé de Veffet biologique 
produit par une certaine dose (*) ne dépend pas de la distribution chro- 
nologique de cette dose. Pour expliquer certains écarts A la loi, Vhypo- 
these a été émise que des processus de répartition, loin d’étre Vapanage 
des formations complexes, tissus ou organes, peuvent se manifester 2 
V’échelle de la zone cellulaire sensible, au niveau méme de la radio- 
lésion élémentaire (1). 

Dans le cadre de la théorie quantique, cette hypothése entraine plu- 
sieurs conséquences, dont la suivante : si leffet biologique individuel 
pris pour test d’action est irréversible (mort, mutation), et s'il est 
produit par un seul choc, tout individu frappé une seule fois étant 
alors définitivement atteint, il ne peut se produire de réparation. Le 
rayonnement agissant selon un mode de tout ou rien, la loi de réci- 
procité doit étre respectée. 

L’étude des mutations (une mutation résulte d’un seul choc) a 
fourni une premiére yérification expérimentale de cette conséquence. 
Le taux des mutations produites chez Drosophila melanogaster par une 
certaine dose d’un rayonnement ionisant est indépendant du temps 
dexposition, lorsque celui-ci varie dans un rapport de 1 4 1.000 [Pat- 
terson, Hanson et Heys, Pickan, Timofeeff-Ressovsky (2)]. J’ai obtenu 
une seconde vérification dans linactivation du bactériophage dysenté- 
rique C,, par les rayons X, phénoméne qui résulte, lui aussi, d’un 
seul choc efficace (3). 

La source est une anticathode de molybd@éne émellant un rayonne- 
ment sensiblement monochromatique représenté par la raie Ke de ce 
métal (A = 0,71 A). L’intensité du rayonnement au niveau de la pré- 
paration peut étre modifiée dans des rapports connus allant de 1 a 500, 
grace 4 des variations contrélées du régime et de la distance de la 
préparation & la source. Voici les conditions d irradiation pour une 
dose de 17.300 r, correspondant a un taux de survie d’environ 80 p. 100. 


Les bactériophages sont fournis par un lysat dilué dans du bouillon de 
maniere a donner quelques centaines de plages par goulle en présence de 


(*) La dose étant définie comme le produit de Vintensité du rayonnement 
(densilé de flux) par le temps dexposition. 

(i) D. E. Lea, Brit. J. Rad., 1938, 141, 489. — R. Latansr, .Cahiers de 
Physique, 1941, 4, 69. 

2) T. W. Trworeerr-Ressovsny, Mécanisme des mutations et structure dw 
gene. Hermann, Paris, 1939. <a ; 

(3) E. Wortman et A. Lacassacnr, ces Annales, 1940, 64, 5. — F. Wonwecr,. 
S. Luria et E. Wortman, ©. R. Ac. Se., 1940, 240, 639. 
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NUMERO 1 NUMERO 2 NUMERO 3 


ee 


Intensité du vayonnement (r par 


MINUS). keamee Jones een 57.500 1.730 414 
Intensité relative. . . . : 507 la 4 


Temps dirradiation. . . . . . .| 18 secondes. | 10 minutes. |152 minutes. 


la souche sensible (bacille dysentérique Y 6R). Gn prépare 4 échantillons 
identiques (lémoin, n° 1, 2, 3), le témoin étant soumis aux mémes trai- 
tdements, hormis Virradiation, que les échantillons irradiés. Tout échauffe- 
ment, toute exposition superflue & la lumiére sont évités. 

Apres irradiation, on détermine la teneur en bactériophage des 4 échan- 
tillons suivant la technique antérieurement décrite (3). Pour cela, on dépose 
I goutte de suspension du hbacille sensible sur la surface de la gélose 
conlenue dans une boite de Pétri. Aussit6t aprés, avec une pipette coudée 
a angle droit qui servira successivement aux 4 échantillons, on dépose 
I goutte de la suspension de bactériophage. On étale pendant une minute. 
‘On prépare de cette manicre 3 boites par échantillon. 

Apres incubation, on détermine dans chaque boite le nombre de plages, 
qu représente le nombre dindividus ayant survécu a Virradiation. La com- 
paraison avee le témoin donne le taux de survie N/No, rapport du nombre N 
de survivants au nombre No dindividus irradiés. Chaque numération est 
cassurée par deux opérateurs, dont lun nest pas au courant de lexpérience. 
Chaque nombre N ‘est ainsi la moyenne de 6 résultats. 


L’expérience a été faile six fois. Dans ces conditions (4) l’écart stan- 
dard de probabilité est 6gal & 0,5. Le tableau IL donne les valeurs des 
taux de survie oblenus 

TaBLEAu IL. 


NUMERO INTENSITE 
de lexpérience relative 


N/No ( 
N/No ( 


wm 0 Of TT 


N/No { 
N/No 


) 
N/No 
D) 
inoue ay 


FoI -100 
CIO OW 


Moyenne des résultats . 


+1 
© 
loa) 


En tenant compte de Vécart standard, nous trouvons que le taux 
de survie est le méme dans les trois cas et égal 


(80,0 = 0,5) p. 100. 


(4) Le nombre total des plages a été de 21.600 réparties sur 76 boites. 
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Conclusion. — Une méme dose de rayons X administrée avec des 
intensités variant de 1 A 507 (le temps d’exposition variant en raison 
inverse) conserve rigoureusement ici la méme efficacité. Dans Virra- 
diation d’un bactériophage avec les rayons X, la loi de réciprocité est 
observée (5). 


Unstitul Pasteur : laboratoire de VInstitut du radium 
et laboraloire de recherches sur le bactériophage.) 


RECHERCHES 
SUR LE MECANISME DE LA REACTION D’AGGLUTINATION 
DITE DE PAUL ET BUNNELL. 
REPRODUCTION EXPERIMENTALE CHEZ LE LAPIN 
DES ANTICORPS DE LA MONONUCLEOSE INFECTIEUSE 


par R. SOHIER, Ca. JAULMES et M. TISSIER. 


Au cours de la mononucléose infecticuse (M. I.), du moins telle que 
nous avons proposé de la définir, on constate la présence dans le sérum 
des malades d’agglutinines antimouton. Elles sont absorbées par des 
hématies de boeuf préalablement cuites 4 100°, mais ne le sont pas 
par les extraits de reins de cobaye. Une réaction sérologique connue: 
sous le nom de réaction de Paul et Bunnell, mais que nous croyons 
plus simple d’appeler réaction d’agglutination (R. A.), est basée sur 
ces propriétés. Elle a paru spécifique aux auteurs qui l’ont mise en 
ceuyre et nous avons apporté des preuves cliniques et expérimentales 
de la valeur de ce test sérologique. 

Son mécanisme n’est pas connu. Tout au plus peut-on penser qu’il 
s’agit d’une réaclion « para-spécifique » puisqu’elle utilise un antigéne 
(’hématie de mouton) qui n’est pas l’agent causal, encore inconnu, 
de la maladie. 

Les discussions ont porté essentiellement sur les rapports entre les 
agglutinines antimouton de Ja M. I. et Jes anticorps dits hétérophiles 
de Forssman qui provoquent également l’agglutination des hématies 
de mouton mais sont absorbés par l’antigéne hétérogénique que repré- 
sente le rein de cobaye. 46 

Au cours d’une série de recherches sur ]’étiologie et l’immunologie 
de la M; I., nous avons tenté de reproduire expérimentalement les anti- 
corps qui apparaissaient chez l’homme atteint de cette affection. 


(5) Il convenait de s’assurer de labsence de tout phénomene secondaire, 
tel quwune action toxique du milieu irradié. Cette actiecn se manifeste, en 
effet, sur les virus lorsqu’on utilise des doses élevées (P. Bonet-Maury, 
GC. R. Soe. Biol.; 1941, 135, 941). Quatre séries d’expériences préliminaires 
m’ont montré : 1° que. l’eau (et, a fortiori, le bouillon, milieu réducteur) 
soumise A une dose de 30.000 r était rigoureusement dépourvue de toxicité 
vis-a-vis de Ci, 2° que cette dose libére une quantite d'eau oxygénée de 
8.10—7 g. par centimetre cube deau ; 3° que Peau oxygénée commence 
a étre toxique sur C,, a partir dune concentration de 10—°. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 68, n°* 14-12, 1942. 39 
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Parmi les diverses expériences que nous avons entreprises, nous 
retiendrons celles effectuées chez le lapin avec, comme antigéne, des 
hématies de boeuf. Ce choix avait été guidé en particulier par la cons- 
tatation suivante relatée par M. Bordet : le pouvoir hémolytique assez 
prononcé manifesté vis-a-vis des globules rouges de mouton par le 
sérum d’un lapin qui a regu des hématies de boeuf ne disparait pas 
lorsqu’on mélange ce sérum 4 ]’extrait d’organes de cobaye. On retrouve 
donc 1a, pour les hémolysines, une propriété comparable a celle qui 
conditionne la positivité de Ja R. A., en ce qui concerne du moins le 
pouvoir agglutinant du sérum préalablement chauffé a 56°. 


Rappelons que si lon désigne, ainsi que nous le faisons habituellement, 
par A lépreuve (quantitative) de recherche du taux des agglutinines anti- 
mouton et par B et C celle (qualitative) d’absorption des aggluitnines par 
les hématies de boeuf (B) d'une part et le rein de cobaye (C) d’autre part, 
et si lon indique limportance de l’agglutination par les chiffres 4, 3, 2 1 
selon la grosseur des agglutinats et par O labsence dagglutination, une 
réaction d’agglutination au cours de la mononucléose infectieuse s’écrit par 
exemple 

A : 443.322.1410 B=: 000.000.000 © : 433.224.4410. 


Or apres avoir injecté par voie intraveineuse une suspension d’hématies 
de bevuf (B1), nous avons obtenu, chez le lapin L?, un sérum qui, aprés 
chauffage & 56°, donne, en présence dhématies de mouton, la réaction 
dagglutination suivante : 


A > 333.333.2241 B : 333.333.321 (Or Yes) eRe | 


Ainsi on retrouve bien deux des caractéres qui conditionnent la positivité 
de la réaction dagglutination au cours de la mononucléose infectieuse 
(pouvoir agglutinant élevé pour les hématies de mouton, agglutinines non 
absorbées par le rein de cobaye, ce qui les distingue des anticorps de 
Forssman). Mais il y manque Vabsorption par les hématies de bceeuf cuites 
4 100°. Nous. avons alors été amenés 4 utiliser, comme antigéne, aes 
hématies (B°) chauffées préalablement 4 100° une heure. Apres avoir 
procédé a des injections intrapéritonéales et sous-cutanées au lapin L7. 
nous avons obtenu un sérum donnant la réaction d’agglutination suivante 


A : 332.100.000 B : 100.000.000 C : 222.100.000 


puis un second temps aprés de nouvelles injections d’antigéne 


YA > 322,222.44? B : 200.000.000 Gs 2225222° 2148 


Ainsi nous avions réalisé expérimentalement un sérum absolument 
comparable 4 celui d’un sujet atteint de M. I. (1). Mais, reprenant la 
méme expérience chez d’autres animaux et avec d’autres hématies de 
boeuf, dans le but de contréler ce premier résultat, nous constations 
qu’il n’était pas possible de Vobtenir 4a nouveau. 


Citons par exemple les résulfats des réactions d’agglutination effectuées 
(1) Ce résultat avait été indiqué dans la these de notre éléve ARrracain, 


« La réaction dagglutination au cours de la mononucléose infectieuse », 
These, Lyon, 1941. 
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avec le sérum des lapins Ll, L12, L15, L18 ayant recu respectivement les 
hématies de beeuf B1 puis B21, B2 puis B22, B35, B40, 


L‘A : 32?.000.000 B : 000.000.000 C : 000.000.000, 
L*7A : 000.000.000 B : 000.000.000 CG : 000.000.000, 
L**A : 000.000.000 B : 000.000.000 C : 000.000.000, 
LSA: 000.000.000 B : 000.000.000 C : 900.000.000. 


Ces échecs pouvaient s’expliquer soit par une inaptitude de certains 
animaux A réagir, soit par la constitution antigénique des hématies 
de boeuf Bt, B?!, B?, B??, B®, B4° différentes de celles des hématies B° 
précédemment utilisées chez le lapin L’. 


Un essai dimmunisation du lapin L14 par les hématies B° donnait un 
résultat négatif, ce qui pouvait faire croire que c’était bien laptitude 
spéciale a réagir de certains animaux qui intervenait. Mais, en fait, cet 
animal avait mal supporté les injections et se trouvait en fort mauvais 
état. Par contre, le lapin L7, non réinjecté pendant quatre mois, et dont 
le sérum redonnait une réaction @agglutination négative, recut A nouveau 
des hématies B1 : le taux des agglutinines antimouton ne devait pas se 
modifier. Mais quelques injections de l’antigéne de bceuf B° (initialement 
utilisé) provoquaient rapidement (quatriéme injection) la  réapparition 
dagglutinines antimouton et dune réaction dageglutination typique 


As 322.222.2414 B : 000.000.000 Cs 222.222.2441. 


Nous étions alors conduits & rechercher si lobtention d'une réaction 
dagglutination positive était conditionnée par l’emploi dun antigéne bovin 
particulier. Pour ce faire, nous avons utilisé le sérum L7 et nous avons 
cherché A absorber les agglutinines antimouton par différents extraits 
@hématies de boeuf. Nous avons constaté que sur 18 échantillons exper- 
lisés, 3 seulement (B4, B26, B34) absorbaient en totalité. les ageglutinines 
antimouton. Il restait 4 vérifier que les antigénes pouvaient provoquer 
chez je lapin Vapparition d’agglutinines du type de celles conditionnant la 
réaction d’agglutination. Nous avons pu obtenir une réaction d’aggluti- 
nation positive chez 3 animaux, en particulier chez le lapin L!! avec 1526, 
alors que précédemment il n’avait pas produit d’agglutinines caractéristiques 
de la mononucléose infectieuse aprés inoculation avec d'autres échantillons 
@hématies de boeuf. 


L** (avec B**) : A, 332.170.000 B, 000.000.000 C, H22.1?0.000, 
L?° (avec B**) : A, 432.21?.000 B, 000.000.000 C, 332.170.000. 


De cette série d’expériences, nous croyons pouvoir retenir les faits 
suivants : 

En injectant au lapin des hématies de boeuf préalablement cuites 
“4 100° pendant une heure, il est possible d’obtenir un sérum conte- 
nant des agglutinines antimouton ayant les caractéres de celles obser- 
yées chez les sujets atteints de mononucléose infectieuse et mises en 
évidence par la réaction d’agglutination (dite de Paul et Bunnell 
ou R. A.) utilisée pour le diagnostic de cette affection. f 

Toutefois la production de ces agglutinines spéciales parait condi- 
tionnée par Vemploi, lors de l’immunisation des lapins, d’hématies 
de boeuf ayant des caractéres antigéniques particuliers (2). 


(2) Bernstein (Médecine, 1940, 19, 85) aurait signalé récemment (mais nous 
n’avons pu avoir qu’une analyse succincte de son travail) que les injections 
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Nous avons d’ailleurs entrepris d’autres recherches dans le but de 
préciser les rapports éventuels de ces propriétés antigéniques avec les 
substances groupales et d’apporter quelques précisions sur l’étiologie 
ct Vimmunologie de, la mononucléose  infectieuse. 


(Laboratoire de l’Ecole du Service de Santé.) 


MESURE INTERFEROMETRIQUE 
DE LA PROFONDEUR DES CHAMBRES 
CONSTRUITES 
POUR LA NUMERATION DES PARTICULES 
ULTRAMICROSCOPIQUES 


par J. GIUNTINI et Jean C. LEVADITI. 


(Paraitra en Mémoire dans les Annales de lInstitut Pasteur.) 


PRESENTATION 


Au cours de la séance, M. Manouélian fait projeter une série de pré- 
parations illustrant ses travaux. I] souligne, a cette occasion, l’analogie 
existant entre les formations qu’il considére comme constituant la 
forme visible du virus rabique et qui s’agglutinent pour former les 
corps de Negri d’une part, et, d’autre part, les formations qui appa- 
raissent dans certaines cellules végétales (orchidées) parasitées par des 
champignons, les cellules végétales phagocytant les mycorhizes. I 
établit également un rapprochement entre les formes élémentaires 
décrites par lui et l’Encephalitozoon cuniculi, agent de l’encéphalite 
microsporidienne du lapin et de la souris. 


Le Secrétaire général : P. L&pine. 


de certains extraits de foie 4 titre thérapeutique pourraient faire apparaitre 
des modifications sérologiques comparables a celles mises en évidence 
par la réaction d’agglutination. On peut se demander sil ne s’agit pas 
dextraits de foie de beeuf et dans cette hypothése dun phénoméne 
comparable 4 celui que nous avons obtenu chez le lapin. Toutefois, les 
quelques réactions d’agglutination que’ nous avons pratiquées chez des 
sujets ayant suivi une hépatothérapie sont demeurées négatives. 


Le Gérant : G. Masson. 


Imprimé par l’Ancne Impie de la Cour d’Appel, 4, r. Cassette, 8 Paris (France). — We §-3Q, 


